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Das p,-Optimum bei der Wirkung von Trypsin auf Fibrin. 
Von 
H. J. Vonk und A. Heyn. 


Mit 3 Figuren im Text. 


(Aus dem Institut fir vergleichende Physiologie der Universitat Utrecht.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Juni 1929.) 


Einleitung. 


Es bestehen bekanntlich verschiedene Theorien, welche die 
Abhingigkeit der Enzymwirkung von der Wasserstoffionenkonzen- 
tration zu erkliiren versuchen. Der erste Versuch in dieser Hin- 
sicht wurde von Michaelis und Davidsohn unternommen. 
Nach diesen Autoren sollen die Wasserstoffionen (hauptsiichlich) 
ihren KinfluB auf die Dissoziation des Enzyms ausiiben. Pepsin 
soll seine Wirkung nur als Kation’), Trypsin als Anion?) und 
Invertin im undissoziierten Zustande*) ausiiben kénnen. 

Andere Untersucher, wie Northrop‘), vertreten die Auf- 
fassung, daB der Kinflu8 der Wasserstoffionen sich hauptsiichlich 
auf den Zustand des Substrates geltend macht. Zugunsten dieser 
Auffassung spricht, daB verschiedene Substrate verschiedene 
Optima haben. Northrop untersuchte vorwiegend die Wirkung 
von Proteasen auf ,,geléste* Substrate. 

Fiir die Wirkung von Pepsin und Trypsin auf Fibrin hat 
Ringer®) die Meinung ausgesprochen, dai der KinfluB des p,, 
auf die Enzymwirkung erklart werden kann durch die Beein- 
flussung der Quellung des Substrates. Er zeigte, daB alle Fak- 
toren, welche die Quellung beeinfiussen, auch in gleichem Sinne 
Einflu8 auf die Enzymreaktion ausiiben.*) Bei Ringers Ver- 


1) Biochem, Zs. Bd. 28, 8. 1 (1910); Bd. 33, S. 456 (1911). 

*) Biochem. Zs. Bd. 36, S. 280 (1911). 

*) Biochem. Zs. Bd. 35, S. 386 (1911). 

*) Zahlreiche Arbeiten im Jl. of general Physiology. 

5} Diese Zs. Bd. 116, S. 107 (1921); Bd. 124, S. 171 (1923). 

°) Wir miissen nebenbei bemerken, daB es keineswegs unwahrschein- 
lich ist, daB sowohl Enzym wie auch Substrat vom p,, beeinfluBt werden 
und also beide Meinungen nebeneinander bestehen kénnen. 
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suchen mit Trypsin stellte es sich heraus, daB das Optimum fiir 
Fibrin bei kurzer Zeitdauer sehr hoch lag (p,, 11,3) und daB es 
sich mit zunehmender Wirkungszeit nach niedrigeren p,,-Werten 
verschiebt. Fiir liangere Dauer wurden die Bestimmungen mit 
dialysiertem SerumeiweiB und mit Mettschen Rohrchen 
getiihrt. 

(zegen diese Versuche sind verschiedene Einwinde erhoben 
worden. Waldschmidt-Leitz hat bemerkt'), daB das Optimum 
bei so hoher Alkalitit gefunden wurde, weil Ringer keine Kon- 
trollen fiir die Alkalihydrolyse durch das Puffergemisch selbst 
ausgefiihrt hat. Oppenheimer hat diese Kritik in seinem Hand- 
buche iibernommen.?) Spiiter hat auch Kriiger*; diese Kinwinde 
nochmals wiederholt und durch Experimente zu zeigen versucht, 
da das Optimum viel niedriger liegt. Er benutzt aber ein anderes 
Substrat, Pepton, wodurch seine Versuche mit denen von Ringer 
nicht direkt vergleichbar sind. Wenn dann auch Kriiger, S. 484 
der zitierten Arbeit sagt: ,,Wir haben ganz der Versuchsanord- 
nung Ringers folgend angesetzt: Je 20 ccm 6 °/,iges Pepton* usw., 
so ist diese Bemerkung irrefithrend, denn Ringer hat gar kein 
Pepton fiir seine Versuche mit ‘Trypsin benutzt. Auch sind 
Kriigers Versuche nur fir drei p,,-Werte ausgefiihrt worden. 
Ein eigentliches Optimum wird dadurch nicht gefunden. Aus 
den mitgeteilten Versuchen liBt sich schlieBen, dab es bei p,, 
etwa 7 liegen wird. Das stimmt iiberein mit den Befunden 
des einen von uns mit H. P. Wolvekamp (7,3). Welches Knzym- 
priparat zu Kriigers Versuchen verwendet wurde, wird nicht 
angegeben. 

Wir wollen iibrigens nicht unerwihnt lassen, daB die Kritik 
an Ringers Versuchen schon von verschiedenen Seiten zuriick- 
gewiesen wurde (Vonk*), Jordan®) und von Ringer selbst.°) 

Die genannte Kritik findet anscheinend ihren Grund in einer 
Bemerkung Ringers in der Zusammenfassung seiner Arbeit, wo 
es heibt: ,,Eine eigentliche optimale Reaktion gibt es aber nicht. 
Je alkalischer die Reaktion, je kriiftiger die Trypsinwirkung, bis 


1) Diese Zs. Bd. 132, S. 181 (1924) und zwar 8. 197, 198 u. 199. 

2) Die Fermente und ihre Wirkungen, 1926, TI. II, S. 909. 

*) Zoolog. Jahrb., Abt. aig. Zool. u. Physiol. Bd. 45, S. 463 (1928). 

‘| Zs. f. vergl. Physiol. Bd. 5, S. 445 (1927) und zwar S. 525. 

H. J. Jordan, Allg. vergl. Physiologie, Berlin und Leipzig 192%, 


S. 23, FuBnote. 
*) Diese Zs. Bd. 156, S. 275 (1926) und zwar S. 278 u. 279. 
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aber durch die Trypsinzerstérung hier eine Grenze gesetzt wird. 
Mit ,optimale Reaktion“ ist hier offenbar gemeint ein Aktivitiits- 
optimum des Enzyms selbst und nicht das tatsichlich bei p,, 11,3 
gefundene Wirkungsoptimum. Da aber jedes biologische oder 
biochemische Optimum ein Kompromib zwischen verschiedenen 
Faktoren ist, wiirden wir mehr geneigt sein, die Bezeichnung 
Optimum zu verwenden fiir den Punkt, wo tatsiichlich die stiirkste 
Wirkung stattfindet. 

Mit Hinsicht auf das biologische Interesse des Trypsin- 
optimums und um die bestehende Kontroverse dariiber zu be- 
seitigen, schien es uns erwiinscht, neue Versuche iiber dieses 
Optimum aunzustellen. 

Auch war die Tatsache. daB bei Verlingerung der Versuchs- 
dauer eine Verschiebung des Optimums auftritt, von Ringer 
nicht an einem einzigen Substrat festgestellt worden; es schien 
uns daher auch wiinschenswert, die Wirkung von Trypsin auf 
Fibrin mit zunehmender Zeit, von 15 Minuten bis einige Stunden, 
zm verfolgen. Diese Untersuchung lieferte ein iiberraschendes 
Resultat: Das Optimum verschiebt sich nicht, es bleibt immer 
ein Optimum bei 11 bestehen und bei zunehmender Zeit er- 
scheint ein zweites viel kleineres Optimum in der Nihe von 8, 
das sich zuerst bei kurzer Zeitdauer wegen der geringeren Wir- 
kung der Wahrnehmung entzogen hatte. Jieses Optimum ist 
dasjenige, das von Long und Hull?) fiir Fibrin bei 3 Stunden 
Vauer mittels Titration gefunden wurde und das der eine von 
uns colorimetrisch fiir Acanthiastrypsin und zusammen mit 
H. P. Wolvekamp?) mittels der Gewichtsmethode fiir Schweine- 
trypsin festgestellt hatte. 

Welche Schliisse man aus diesen Befunden fiir die Be- 
ziehung zwischen Enzym und Substrat ziehen kann, werden wir 
besprechen, nachdem wir unsere diesbeziiglichen Versuche mit- 
geteilt haben. 

Wir haben dieses Optimum mittels verschiedener Methoden 
bestimmt: Durch die Wirkung auf trockenes Spritblaufibrin und 
colorimetrische Vergleichung der entstandenen Farben, durch 
Formoltitration und durch Wiigen des getrockneten Restes, welcher 
nach der Verdauung einer abgewogenen Menge Fibrins zuriick- 
blieb. Fiir die erstere Methode vergleiche man die Arbeiten von 


1) Jl. Am. Chem. Soe. Bd. 39, S. 1051 (1917). 
*) Diese Zs. Bd. 182, S. 175 (1929). 
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Gritzner'), Ringer”), Geselschap*), Smorodinzew und 
Adowa‘*) und Vonk.5) Fiir die zweite Long und Hull®); die 
dritte wurde von Willstitter’) angegeben und von uns benutzt 
in einer Modifikation, welche man von Vonk und Wolvekamp 
beschrieben findet.*) Es ist also unndétig, auf diese Methoden 
hier weiter einzugehen. 

Wir wollen in Hinsicht auf die in der Einleitung an- 
gedeutete Kontroverse natiirlich besonders betonen, daB fiir alle 
Bestimmungen Kontrollversuche mit gekochtem Knzym angesetzt 
wurden, deren Wert von dem der Hauptbestimmung abgezogen 


wurde. 
Ks wurde gearbeitet mit einem nach Michaelis und David. 


sohn gereinigtem Enzympraparat, das auch Ringer zu seinen 
Versuchen mit Schweinetrypsin verwendete. 


Versuche mit der colorimetrischen Methode. 


Bei der volorimetrischen Methode wurde das Fibrin in Reagenz- 
gliischen vorgequollen, wobei ab und zu geschiittelt wurde. Dann wurde 
das Enzym zugesetzt und die Réhrehen, welche mit einem Gummipfropfeu 
verschlossen waren, in einem geeigneten Gestell im Thermostaten gedreht, 
ungefiihr in der Weise, wie man das bei Léslichkeitsbestimmungen macht. 
Die colorimetrischen Bestimmungen wurden in einem Colorimeter von Klett 
ausgefiihrt an einen Teil der Verdauungsfliissigkeit (5 ccm), worin 1 Tropfen 
konzentrierter HCl zugesetzt wurde. Ringer gibt an, daB man durch Zu- 
satz von HCl die Farbe verstiirken kann. Wir miissen bemerken, dat 
dieser Zusatz von HCl besonders bei héheren py-Werten notwendig ist zur 
richtigen Vergleichung der Farben, denn in stark alkalischem Milieu schein: 
der Farbstoff in seine Leukobase tiberzugehen. Zusatz von HC) fiihrt ilo 
dann in die gefiirbte Modifikation wieder zuriick. Bei p,,; 11 kann das 
Fibrin und die Verdauunegsfliissigkeit ganz farblos werden, obwohl eine 
starke Verdauung stattgefunden hat. Hierdurch wiirde wan sich sehr 
tiiuschen kinnen. Mit Hinsicht auf diesen Umstand schien es uns besonder: 
erwiinse it, bei demselben Substrat die Wirkung noch durch andere Methodeu 
zu kontrollieren. Die p,,;-Bestimmungen wurden an dem Teil der Fliissig: 
keit ausgefiihrt, der nicht zu den colorimetrischen Bestimmungen ver 
wendet wurde, oder es wurde das py an einer Serie der gleichen Zusammen- 
setzung wie die Hauptserie gemessen, 


') Ptliigers Arch. Bd. 8, 5. 452 (1874); Bd. 144, 8. 545 (1912). 

3) Diese Zs. Bd. 94, S. 205 (1915). 

4) Diese Zs. Bd. 149, 8. 173 (1925). 

5) A. a. U. 

*) A. a. O.; auch Rona, Fermentmethoden, S. 241. 

7) Diese Zs. Bd. 152, S. 164 (1926). 

8) Diese Zs, Bd. 182, 8. 175 (1929). 
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Zuerst wurden Versuche bei héheren p,-Werten und kurzer 
Zeitdauer ausgefiihrt, spiiter wurde die Zeitdauer verliingert. Weil 
es sich dabei zeigte, daB das Optimum nur wenig verschoben 
wurde, so wurden die Versuche nach niederen Werten aus- 
gebreitet. 


Tabelle IL. 


In jedem Réhrchen 100 mg Spritblaufibrin, 10 cem Pufferlésung (Nr. 15 
mit Borat-HCl, Nr. 6—10 mit n/10-Glykokoll und n/10-NaOIH)), 1 cem Enzym- 
ljsung [120 mg Priiparat in 30 ccm Puffer')}. Quellung 48 Min., Verdauung 
21 Min. 7'= Vgl. Fig. 1, Kurve I. 


Colorimeterzah| Pir 

aktiv inaktiv aktiv | inaktivy | Mittel 
1 1,00 6,00 1,00 9,86 10,01 9,93 
2 1,00 0,00 1,00 9,94 9,94 9,94 
3 145 1,45 10,34 10,37 10,35 
4 8,33 | 1,43 1,90 10,85 10,93 10,89 
5 3,33 | 1,65 1,67 10,55 11,06 10,74 
6 4,44 1,90 2,54 11,12 10.66 10,90 
7 5,00 1,90 3,10 11,60 11,41 11,50 
g 3.12 1,90 1,22 11.96 11,91 11,93 
9 241 1,90 0,51 12,24 12,24 


Man sieht, da& ungefahr bei p,, 10,25 eine starke Zunahme 
der Wirkung einsetzt. Die p,-Verschiebungen sind nicht sehr 
vetrichtlich. Fiir die Darstellung der Wirkungskurve wurde der 
wittlere p,, benutzt. 

Wegen der Geringtiigigkeit der p,,-Verschiebungen, wurde 
diese GréBe im folgenden Versuch (Tab. If) nur beim Anfang 
vestimmt. Wie beim vorigen Versuch findet hier von 10,50 an 
eine starke Zunahme statt bis 11,25. Bei 11,50 setzt ein 
scharfer Fall ein. Diese Resultate stimmen vollkommen mit 
jenen Ringers iiberein. Wir miissen noch hinzufiigen, dab zwar 
die Alkalihydrolyse nach der alkalischen Seite stark zunimmt, 
‘aB aber die Wirkung des Enzyms oberhalb p, 11,5 so stark 
verringert wird, daB die Anwesenheit des Optimums schon am 
Yersuche selbst und an den nicht korrigierten Versuchswerten zu 


1) Der Puffer, worin das Enzym gelést wurde. bestand immer ans 
‘5 Tin, 0,1 n-Glykokoll, 1 Tl. 0,1 n-NaOQH und 4 Tl. Wasser. Wir nennen 
ueses Gemisch weiter einfach ,,Puffer*. 
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Dies ist besonders erwihnenswert mit Hinsicht 
aut die Kritik, welche von Waldschmidt-Leitz an Ringers 


Versuche geiibt wurde. 


100 mg Spritblaufibrin, 10 cem Puffer (alles NaOH-Glykokoll, 1 cem Enzym- 
ljsung (wie in I). Quellung 15 Min., Wirkung 31 Min. Vgl. Fig. 1, Kurve II. 


Tabelle Il. 


Nr. 


10 


Colorimeterzahl 
—| Wirkung 
aktiv inaktiv 
1,00 0,00 1,00 
1,22 0,00 1,22 
3,33 1,20 2,13 
4,75 1,00 3,75 
3,85 1,30 2,55 
2,77 1,00 1,77 
3,13 1,30 1,83 
3,18 1,60 1,53 
—"*) *) 
1,11 0,00 1,11 


*) Zahlen verloren gegangen. 


100 mg Spritblaufibrin, 10 cem Puffer: Nr. 1 Borat-Borax, die iibrigen 
Glykokoll-NaOH, 1 cem Enzymliésung, Quellung 30 Min., Verdauung 60 Min. 


Tabelle IIL. 


Vgl. Fig. 1, Kurve III. 


Pu Aktiv 
(Ende) 


9,86 
10,45 
10,96 
11,18 
11,08 
11,61 
11,46 
12,03 
12,26 

9,96 


Colorimeterzahl Pi 
aktiv inaktiv aktiv inaktiv Mittel 
1 1,00 0,62 0,38 7,99 8,02 8,01 
2 0,66 | 0,48 0,18 8,04 8,03 8,03 
3 0,95 0,29 8,27 840 8,83 
4 1,07 0,55 0,52 8,55 8,73 8,64 
5 1,20 0,75 0,45 8,87 873 | 8,80 
6 1,43 0,80 0,63 919 | 9,20 | 9,20 
1,55 0,77 9,55 960 9,57 
8 1,60 | 0,79 0,81 965 | 9,83 | 9,75 
9 194 0,76 1,18 10,18 10,29 | 10,21 
10 210 0,76 1,34 10,23 10,30 
11 3,33 | 0,83 2,50 10,41 10,69 | 10,55 
12 5,00 0,95 4,05 10,74 11,11 10,93 
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Wir wiinschten nun weiter die eventuelle Verinderung in 
der Lage des Optimums mit zunehmender Versuchsdauer zu ver- 
folgen. Da das Optimum bei 31 Minuten Dauer noch bei p,, 11 
liegt, schien es uns nicht sehr wahrscheinlich, daB es in einigen 
Stunden sich nach p,, 8 verschieben wiirde, wo es von Long und 
Hull und von Vonk und Wolvekamp gefunden wurde. 

Obgleich die Kurve (Fig. 1, Kurve II], Tab. IV) nicht so weit 
nach der alkalischen Seite fortgesetzt wurde, wie die vorigen, ist 
es deutlich zu sehen, dab das Optimum nicht erheblich verschoben 
ist, verglichen mit dem der Tabb. J und II. . 

Kin folgender Versuch wurde bei 3 Stunden Dauer ausgefiihrt. 


Tabelle LV. 
100 mg Spritblaufibrin, 1 cem Enzymlésung, 10 cem Puffer (Nr. 1—9 Bor- 
siiure-Borat, Nr. 10—12 Glykokoll-NaOQH). Quellung 40 Min., Verdauung 
3Stdn. = 37° Vgl. Fig. 1, Kurve IV. 


Colorimeterzahl Pu 

Nr. 
aktiv —inaktiv aktiv | inaktiv Mittel 
1 1,00 | 1,60 721 7,33 | 7,27 
2 235 | 41,40 738 74500 | 7,41 
3 1,02 1,45 «| 
4 3,12 1,30 7,99 7,79 
5 4,00 7,88 7,80 | 7,84 
6 4,90 | 1,30 8,04 | 8,18 | 8,12 
7 6,25 | 1,35 840 | 8,50 | 8,45 
8 6,90 1,40 8,76 8,88 | 8,82 
9 7,50 1,40 917 | 919 | 9,18 
10 986 | 1,40 9,69 9,83 9,76 
11 13,8 | 1,40 10,20 | 10,85 10,27 
12 24,0 «1,45 10,63 10,65 | 10,64 


Ks tritt hier bei 3 Stunden Verdauung ein zweites Optimum 
bei p,, 7,4 auf. Das alkalische Optimum ist an derselben Stelle 
geblieben: Es indert also praktisch seine Lage nicht, wenn man 
die Versuchsdauer von 15 Minuten!) bis zu 3 Stunden variiert. 

Es ist weiter auffallend, daB die Alkalihydrolyse hier tiber 
den ganzen Bereich des Versuches konstant ist, wihrend sie in 
den vorigen Versuchen mit wachsendem p,, zunahm. Eine Er- 
klarung dafiir kénnen wir noch nicht geben. Bei den Werten 1 


1) Diese Versuchsdauer wurde in einem nicht verdffentlichten Vor- 
versuch eingehalten. 
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und 3 ist die Alkaliwirkung gréBer als die Enzymwirkung. Dies 
ist eine Erscheinung, die bei geringer Enzymwirkung mehrmals 
wahrgenommen wird, und darum nicht einem Versuchsfehler zu- 
geschrieben werden kann. 

Bei der Besprechung der titrimetrischen Bestimmungen 
kommen wir noch darauf zuriick. 


Grobe der Verdauung 


Intensitit der Quellung bzw. Verdauung 


8 9 10 il 12 Pix 10 11 12 Pry 
Fig. 1. Fig. 2. 

Fig. 1. Wirkung von Trypsin auf Fibrin mittels der colorimetrischen Methode lestimmt. Die 
Nummern der Kurven stimmen mit den Nummern der Tabellen fiberein. 

Fig.2. -—-—- Abhidngigkeit der Quellung vom Kurve I von Fig. 1 (Versuch Tab. 1. 

Vgl. auch Kurve II von Fig. 1 mit der gestrichelten Quellungskurve. Parallelitat zwischen 

Verdauung und Quellung bis Pir etwa 11. 


p,, Optimum und Quellung. 


Wir wiinschten nun auch die erbaltenen Optima zu ver- 
gleichen mit der Quellung des Fibrins, Zu diesem Zweck wurde 
also untersucht, wie sich die Quellung und die Wirkung mit 
dem p,, iindern und inwieweit diese Anderungen parallel gehen. 
Fir die Messung der Quellung benutzten wir die Methode, welche 
Loeb verwandte bei seinem Studium iiber die Quellung von 
Gelatine und die Ringer auch bei seinen Untersuchungen be- 
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nutzte. Wir lieBen die Fibrinteilchen quellen in Reagenzgliischen 
von gleichem Durchmesser und bestimmten die Héhe der Fibrin- 
schicht mittels Millimeterpapierstreifen. 


Tabelle V. 


100 mg Spritbiaufibrin in 13 cem Puffer aus NaOH und Glykokoll lie’ man 
withrend 30 Min. bei 37° quellen und rotierte dann die Reagenzgliischen 
noch weitere 10 Min. (Halfte der Einwirkungszeit von Tab. 11). Vgl. Fig. 2, 
cestrichelte Kurve. Die ausgezogene Kurve ist I von Fig. 1 (Vers. Tab. I). 


Hihe der Pu-Wert | Wirkung | uellung | Quotient 
des ‘ in Vers. II 
Fibrinsiiule Pur in Wirkung 
ersuchs intrapoliert | ——_> 
in mm Tab. I Tab. II ona Toh. V Quellung 
8,5 9,87 
10,0 10,5 8,6 1,20 
10,25 11,5 9,2 1,25 
10,50 14,5 10,5 1,43 
12,0 10,55 
10,75 22.5 14,0 1,60 
20,0 10,95 
11,0 35,0 21,5 1,63 
29,0 11,54 11,20 38,0 26,5 1,46 
33,0 11,87 
33,0 11,87 
34,5 11,73 
12,0 15,5 34,3 0,45 
35,0 12,25 
34,0 12,20 


Dieser Versuch stimmt iiberein mit dem von Ringer. Quellung 
uid Wirkung gehen einander parallel. Ringer hat bewiesen, 


dab der Unterschied in der Lage des Quellungs- und des Wir- 


kungsoptimums der Enzymvernichturg zuzuschreiben ist. Ks wird 
von uns ein Quellungsoptimum gefunden bei 12,25. (Ringer 
tand es bei 12,48.) Der Quotient zwischen Wirkung und Quellung 
ist bei niederen p,,Werten konstant, nimmt aber bei hdheren 
p,-Werten zu. Wenn man aber die sehr grofe Anderung im 
Verlauf der Wirkungs- und Quellungskurven gerade in diesem 


p,-Intervall betrachtet, ist man berechtigt zu sagen, dab Wirkung 
und Quellung in diesem Intervall parallel gehen. 


Da nun Ringer auch noch fand, da8 Ionen, welche die Quellung 


des Fibrins beeinflussen, in gleichem Sinne auf die Wirkung des 


e 
it 
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Enzyms Einflu’ haben, so ist nicht daran zu zweifeln, daB das Opti. 
mum bei hohem p,, mit der Quellung in naher Beziehung stely, 
Da die Versuche mit vielen Bestimmungen an der alka. 
lischen Seite das ziemlich unerwartete Resultat geliefert hatten, 
dab zwei Optima anwesend sind, von welchem wahrscheinlic); 
nur das héchstgelegene mit der Quellung des Substrates in Zu- 
sammenhang steht, so wurde noch ein einziger Versuch unter. 
nommen um zu sehen, wie sich die Wirkuug bei niederen p,. 
Werten verhalten wiirde. Long und Hull verfolgten die Wir. 
kung von p,, 3 aufwirts. Bei einem noch niedrigeren p,, vou 
etwa 2 hat Fibrin wieder ein Quellungsoptimum. Hierbei fanden 
wir praktisch gar keine Wirkung des Trypsins. Nur bei einem 
Pp, Yon etwa 5 fing diese an sich bemerkbar zu machen. — Jie 
Versuchsdauer war nur 30 Minuten, so daB man bei lingerer 
Dauer auch bei 3 oder 4 wohl Wirkung finden wird. Es ist 
aber keine Rede von einem Wirkungsoptimum des Trypsins bein 
Quellungsoptimum des Fibrins an der sauren Seite.?) 


Bestimmung des Optimums mit anderen Methoden. 
Tabelle VIA und B. 


A. Von einer Lésung von 120 mg Enzym in 30 cem Puffer 1 ccm 
bei 100 mg Fibrin (Pulver, trocken, ungefiirbt). Vorquellung 40 Min. in 
10 cem Puffer (Glykokoll-NaOQH). 6 Haupt- und 6 Kontrollbestimmung:n. 
Formoltitration. = 37° Dauer 35 Min. p,,;-Bestimmungen in einer 
gleichzeitig angesetzten Doppelserie ausgefiihrt. 
B. Von einer Lésung von 300 mg Enzym in 70 ccm Puffer 2 ecm bei 
100 mg Fibrin (wie oben). Vorquellung 30 Min. in 20 cem Puffer (wie 
oben). Dauer 30 Min. Ubrigens wie oben. 


A B 

Pir Zunahme Zunahme 

Nr. | in 0,1 n- Pu in 0,1 n- 
aktiv  inaktiv Mittel NaOH NaOH 

1 9,70 9,80 9,75 0,01 10,10 — 0,63 
2 10,24 10,16 10,20 0,19 10,34 —0,10 
3 10,44 _ 10,50 0,21 10,49 1,25 
4 10,50 10,71 10,60 0,33 10,62 1,15 
5 11,06 11,17 11,11 0,04 11,80 — 0,39 
6 11,86 11,75 11,80 | —0,05 


') Wir erwihnen dies besonders, weil Ringer fiir die Wirkung vo 
Papain auf Fibrin u. a. 3 Optima fand: bei py, 2,5, 7 und 11 und auch hier 
das bei p;; 7 am kleinsten war. 
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Wir sehen hier (Tab. VI), daB bei dieser Bestimmungsmethode 
das Optimum bei 10,5—10,6 hegt, also etwas niedriger wie wir es 
bei der colorimetrischen Bestimmung fanden (11,3). Das braucht 
gar nicht wunderzunehmen: Man faBt hier auch niedere Stufen 
des Abbauprozesses. 

EKtwas sonderbar muten die negativen Werte in Tab. VIB 
an, Wir haben derartige Erfahrungen des 6fteren gemacht, so 
daB sie nicht Versuchsfehlern zugeschrieben werden kénnen. Es 
scheint, als ob bei einem bestimmten p,,-Wert die Alkalihydrolyse 
an sich, bei Gegenwart des Enzyms weniger stark ist als in Ver- 


Intensitaét der Verdauung —— >» 


7 5 9 10 py 


Fig. 3. Wirkung von Trypsin auf Fibrin mittels Wagung des Verdauungsrickstandes bestimmt 
Kurve 1). Zur Vergleichung eine colorim. Bestimmung (Kurve II). Kleiner Unterschied in 
der Lage der Optima. 


suchen mit gekochtem Enzym oder mit Wasser statt Enzym. 
Man wiirde sich vorstellen kénnen, daB die Bindung des Knzyms 
das Substrat gewissermaBen vor dem Angriff durch schwaches 
Alkali (bzw. Saure) schiitzt. Jedenfalls bedarf die Sache aus 
methodischen Griinden einer Untersuchung. 

Um gleichzeitig das Gebiet zwischen p,, 7—8,5 und 8,5—11 
untersuchen zu kénnen, wurde als Puffer Borsiiure und Borat 
benutzt. Die Formoltitration wird hierbei umstiindlich, deshalb 
haben wir zur Bestimmung die Methode des Zuriickwiigens des 
unverdauten Fibrins angewandt. 

P,, wurde gemessen am Filtrat von a(T'ab. VII), das bei den Ver- 
suchen mit aktivem Enzym sofort aufgekocht wurde, um die Wirkung 
2u unterbrechen. Es tritt hier auch wieder ein kleineres Optimum 
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Tabelle VII. 


a) Von einer Lisung von 233 mg Enzympriparat in 60 cem Puffer 2 com 

zu 400 meg Fibrin, welches 30 Min. in 20 cem Puffer vorgequollen war, 

9 py;-Werte mit Borsiiure-Boraxpuffer, 3 mit Glykokoll-NaOQH. Dauer 
3 Stunden. 7'= 37° Vgl. Fig. 3, Kurve I. 

v) Vergleichsserie, wobei die Wirkung auf 400 mg Spritblaufibrin stattfand 

und colorimetrisch gemessen wurde (2 ccm einer Lésung von 150 mg Enzym 
in 30 cem Puffer). Vgl. Fig. 8, Kurve II. 


eem Fibrin gelost Bu 
Nr. ni Bor- In mg Verdaut Col.- fea 
Borax siure | aktiy | aktiv  inaktiy 
1 Io | 98,5 | 184 24 160 0,50 6,78 6,78 
2 3 97 197 23'), | 168"), | 1,00 6,92. 
45 | 95,5 | 181 | 24%, | 1561, | 1,00 7,038 6,97 
4 6 94 183 25"), 157'/, 1,12 7,02 | 
5] 8 92 184"), | 27 157'/, | 1,67 7,32 | 7,33 
6] 10 90 194, | | 174 1,92 7,44 
7) 15 85 1821), | 18'/, | 164 1,54 7,64 | 7,60 
s 25 75 | | 1st 1,921, 7,93 
9} 45 5D 169 | 15%, | 153'/, | 2,17 8,33 8,34 
Glykokoll-NaOH | | 
10} 60 40 261 | 25%, | 235%/, | 3,60 9,73 | 
11] 44 56 4,50 
12] 40 60 350 | 39 311 4,60 10,14 10,14 


auf bei p,, 8, ein weit gréBeres bei p,, 10—11. Die verschiedenen 
angewandten Methoden, die colorimetrische, die titrimetrische 
und die Gewichtsmethode liefern gleiche Resultate fiir die Lage 
der Optima, soweit man das erwarten kann fiir Methoden, welche 
wahrscheinlich jede eine andere Stufe des Prozesses fassen. Damit 
sind also die Einwinde von Kriiger widerlegt, welcher meiut, 
daB die colorimetrische Methode bei héheren p,-Werten nicht 
eine eigentliche Enzymwirkung anzeigt, sondern nur eine Zu- 
nahme der Quellung durch den Zusatz des Enzyms, welche dann 
das Austreten des Farbstoffes zur Folge haben wiirde. Dab 
unter diesen Umstiinden eine bedeutende Abnahme im Gewicht 
des Fibrins stattfindet, ist wohl der beste Beweis dafiir, da® auch 
bei den hohen p,,-Werten eine wirkliche Verdauung des Fibrins 
statttindet. 
Diskussion. 

Wir wollen kurz andeuten, wie wir uns auf Grund dieser 

Versuche den KinfluB der Wasserstoffionenkonzentration auf die 
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Verdauung von Fibrin durch Trypsin vorstellen. Wir erinnern 
daran, daB das Trypsinpriiparat seinen isoelektrischen Punkt hat 
bei py etwa 3,6 (Michaelis und Davidsohn), das Fibrin bei 7,2 
und daB Fibrin zwei Quellungsoptima hat (bei p,, 2,3 und bei 
p,, 12,3). Unter p,, 3 wirkt das Trypsin kaum. Von p,, 3 auf- 
wirts steigt seine Wirkung gleichmibig an bis etwa 8 (Long 
und Hull), obgleich von 4—7 die Quellung von Fibrin abnimmt 
oder konstant ist. Hier muB also der p,, wohl hauptsiichlich 
seinen Kinflu8 auf die Aktivitit des Enzyms ausiiben (z. B. durch 
zunehmende Dissoziation). 

Es mu8 noch hinzugefiigt werden, daB man wenig dariiber 
aussagen kann, in welchem Zustande (positiv oder negativ) das 
Enzym wirksam ist. Ist der isoelektrische Punkt wirklich 3,6, 
30 wurde es in negativem Zustande wirksam sein. Aber dieser 
isoelektrische Punkt ist der des Nucleoproteids, an welchem das 
Trypsin adsorbiert ist. Der Punkt kann wahrscheinlich sehr 
variieren mit dem Reinheitsgrad des Enzyms. 

Die Zunahme der Wirkung ist von p,, 7 bis zum ersten Optimum 
py etwa 8) nicht stiirker als an der sauren Seite, so da8 wahrscheinlich 
hier die negative Ladung des Substrates wohl keine groBe Bedeutung hat 


fiir die Wirkung. Bei p;,; 8,5—9 findet eine Verringerung der Wirkung 
statt, es ist zweifelhaft, ob diese durch beginnende Enzymvernichtung oder 


_ durch Beeinflussung der Aktivitit des Enzyms zustande kommt. Dann 


tritt von py, 9 an eine starke Steigerung der Enzymwirkung auf, parallel 
der Quellungszunahme des Substrates bei zunehmender Alkalitiit. Hier ist 
also der Zustand des Substrates maBgebend. 


Nicht einfach erklarlich ist der EinfluB der Galle und des 
K,Fe(CN). Ringer?) findet bei hohen p,,-Werten Hemmung 
durch verschiedene Konzentrationen von Galle. Die Galle be- 
einfluBt aber die Quellung nicht und ihr EKinflu8 wird von Ringer 
aufgefaBt als ein Unangreifbarmachen des Substrates durch Ad- 
sorption. Der eine von uns fand mit H. P. Wolvekamp, dab an 
der sauren Seite durch héhere Konzentrationen an Galle oder 
K,Fe(CN), eine erhebliche Férderung der Wirkung stattfindet. Wir 
schrieben diese einer negativen Ladung des Substrates durch die 
Anionen der gallensauren Salze oder des K,#e(CN), zu. Wenn die 
Galle aber eine hemmende Wirkung hat durch Absiittigung der 
Obverflache, die dann fiir das Enzym weniger angreifbar wird, so ist 


| uns nicht erklirlich, wie bei saurer Reaktion (wo doch die nega- 


tive Ladang, der wir die Erhéhung der Wirkung zuschreiben, 
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auch durch Adsorption stattfinden muB), eine Aktivation statt. 
finden kann. Es wire moéglich, daB beide Einfliisse neben- 
einander bestehen und der der negativen Ladung am gr@Bten ist, 
Hiermit wiirde auch die Tatsache, daB bei niederen Gallen- 
konzentrationen an der sauren Seite Hemmung stattfindet, zu. 


sammenhiingen kénnen. 


Zusammenfassung. 


Das Resultat der Versuche von Ringer, daB die Wirkung 
von Trypsin auf Fibrin bei p,, 11,3 eim Optimum hat und dat 
dieses mit dem Quellungszustande des Substrates zusammenhingt, 
wird mittels der colorimetrischen Methode bestiatigt. 

Dieses Optimum verschiebt sich aber nicht bei langerer 
Wirkungsdauer. Es wird bei p,, 8 ein zweites viel kleineres 
Optimum gefunden, das identisch ist mit dem von Long und 
Hull bestimmten. 

Diese beiden Optima werden auch gefunden mittels Formol- 
titration und mittels Bestimmung durch Wigung. Es ist hiermit 
erwiesen, daB die colorimetrische Methode bei héheren p,,-Werten 
wirklich den Verdauungsvorgang quantitativ zu messen imstande ist. 

Die Zunahme der Wirkung des Trypsins von p,, 4—8 ist 
wahrscheinlich dem Einflusse der Wasserstoffionenkonzentrauon 
auf den Zustand des Enzyms zuzuschreiben; bei héheren Werten 
iiuBert sich der KinfluB des p,, auf die WirkungsgréBe vorwiegend 
durch Beeintlussung des Substrates. 

Fiir die hemmende Wirkung der Galle in alkalischem (Ringer 
und die férdernde in saurem Milieu (Vonk und Wolvekamp, 
sowie fiir die Abnahme der Wirksamkeit zwischen p,, 8 und 9 
kann noch keine Erklirung gegeben werden. 


Best 


keit 1 
ausge 
unter 
isiblen 
sowle 
hofs 
ene g 
Frosel 
Unters 
Bezieh 
tunden 


Stantes 


dorf 192 
Embde 
chem. Z 
186 
3) 
4) 


183 


‘Besteht ein bestimmtes Verhaltnis zwischen Milchsaéure- und 
Ammoniakbildung bei der Muskelkontraktion? 


Von 
Margarete Lehnartz. 


Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft. 


‘Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt,) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Juli 1929.) 


Vor kurzem konnte festgestellt werden, dab die Muskeltiitig- 


‘seit mit Ammoniakbildung verbunden ist.') Im _ hiesigen Institut 


ausgefiihrte Untersuchungen ergaben, daB es sich hierbei um einen 
iter geeigneten Bedingungen auch im isolierten Muskel rever- 


siblen Vorgang handelt?), wiaihrend Parnas und Mozolowski”) 


sowie auch Nachmannsohn¥*) in einer im Laboratorium Meyer - 
hofs ausgefiibrten Untersuchung ein Wiederverschwinden des 


‘Ammoniaks am isolierten Muskel nicht feststellen konnten. 


Parnas und auch Nachmannsohn geben ferner an, dab 
rine gesetzmiBige Beziehung zwischen Spannungsleistung isolierter 


Froschmuskeln und der Ammoniakbildung besteht. Da in friiheren 


Untersuchungen von Meyerhof®) eine derartige gesetzmibige 
beziehung zwischen Spannungsleistung und Milchsiurebildung ge- 
‘uiden war, muBte dementsprechend auch ein annihernd kon- 
santes molares Verhiltnis zwischen Ammoniak- und Milchsiure- 


fildung bei der isometrischen Zuckung erwartet werden. 


1) Embden, Vortrag auf der Naturforscherversammlung in Diissel- 
corf 1926; Embden, Riebeling u. Selter, Diese Zs. Bd. 179, S. 149 (1928); 
Embden, Klin. Wo. Bd. 6, S. 628 (1927); Parnas u. Mozolowski, Bio- 
chem. Zs, Bd. 184, S. 399 (1927). 

*) Embden, Carstensen und Schumacher, Diese Zs. Bd. 179, 
S. 186 (1928). 

*) Parnas, Rona. Ber. Bd. 42, S. 559 (1928). 

‘) Nachmannsohn, Biochem. Zs. Bd. 196, S. 73 (1928). 

Meyerhof, Pfliigers Arch. Bd. 191, 128 (1921). 
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Embden und Wassermeyer!?) fanden, daB die nach einof 
J I 


Reihe von Muskelkontraktionen gefundene Ammoniakmenge ;; 
hohem MaBe vom biologischen Zustand der Versuchstiere abhiing: 
100 gerade maximal wirksame Reize fihrten in ihren Versuch: 
an den Gastrocnemien von lebhaften Maifréschen, die durch 


wiederholtes Springen ermiidet worden waren, zu einer um ef 


Vielfaches héheren Steigerung des Ammoniakgehaltes als an de. 
gleichen Muskeln gleichartiger Tiere, die im Dunkeln ausgeru): 
hatten. Dabei zeigten die Muskeln der wiihrend des Lebens ¢. 
miideten Tiere schon vor der Reizung einen weitaus hoher, 
Ammoniakgehalt als diejenigen der ausgeruhten Dunkelfrésche, 

Herbstfrésche, die 24—72 Stunden bei einer Temperatur yo; 
26—27° aufbewahrt worden waren, ergaben bei der gleichen Ve. 
suchsanordnung eine sehr viel héhere Ammoniakbildung als Tier 
die sich bei niedriger AuBentemperatur auigehalten hatten. Au: 
an den Gastrocnemien phosphorvergifteter Frésche fiihrten 1\\ 
gerade maximal wirksame Reize eine sehr starke Ammoniakii. 
dung herbei. 

In einer Reihe von Fiillen bestimmten die eben genannte: 
Autoren neben der Ammoniakbildung auch die Milchsiurebildung 
Sie stellten hierbei ein sehr wechselndes molares Verhiltnis An- 
moniak : Milchsiiure fest. Dieses Verhiiltnis stieg in zwei Versucher 
an den Muskeln warm gehaltener Frésche auf iiber 1 an, wahrent 
es in einem anderen Versuch bei 0,12 gelegen war. In drei « 
phosphorvergifteten 'Tieren vorgenommenen Versuchen lag « 
zwischen 0,32 und 0,43. 

Embden, Carstensen und Schumacher fanden in ihr 
bereits erwihnten Arbeit, daB bei im iibrigen méglichst gleic 
artiger Reizung die Menge des wihrend einer Periode von Kinz. 
zuckungen abgespaltenen Ammoniaks von dem Tempo der Reizu 
abhiingig ist, derart, daB gréfere Reizgeschwindigkeit zu erhe! 
licher Ammoniakbildung fiihrt, wihrend mit gleicher Reizzabl) 
langsamem Tempo gereizte Muskeln tiberhaupt keine Ammonisi 
vermehrung erkennen lassen. Dieses Ergebnis wurde so gedeuté 
am langsamer gereizten Muskel wiihrend der Zuckungspau* 
das bei der Kontraktion gebildete Ammoniak vollig wieder ver 
schwindet, wiihrend bei rascher Reizung die Zuckungspausen 2: 
Wiederbeseitigung des Ammoniaks nicht ausreichen. 

In der zuletzt genannten Versuchsanordnung wurden ve 


| 1) Embden u. Wassermeyer, Diese Zs. Bd. 179, S. 161 (1925). 
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gleichende Bestimmungen der Milchsiure und des Ammoniaks 
am gleichen Material bisher nicht ausgefiihrt. Das Ergebnis 
derartiger Versuche wird in der vorliegenden Arbeit mitgeteilt, 
in der die Muskeln teils, wie in den oben genannten Unter- 
suchungen aus dem hiesigen Institut, mit isotonischer, teils mit 
auxotonischer, teils mit isometrischer Anordnung gereizt wurden. 


Bei den Versuchen letzterer Art wurde auch die Spannungsleistung 


festgestellt und der isometrische Koeffizient der Milchsiure be- 
rechnet. 
Methodisches. 


Saimtliche Versuche wurden wihrend des Herbstes 1928 ausgefiihrt. 
Die meisten Versuche mit isotonischer Anordnung wurden in Luft 


‘@ vorgenommen, alle isometrischen Versuche unter méglichst streng anaeroben 


Bedingungen, derart, daB 30 Minuten vor Versuchsbeginn und natiirlich 


auch wihrend der Versuche ein langsamer Stickstoffstrom durch die Kopy- 


loffzefiBe, in denen die Muskeln an ihren Elektroden aufgehingt waren, 
hindurchgeleitet wurde. Der Stickstoff war mit alkalischer Pyrogallollésung, 
Schwefelsiure und Wasser gewaschen. Zur Vermeidung der Eintrocknung 
waren die KopyloffgefiBe mit dauernd naB gehaltenem Filtrierpapier be- 
deckt. Die Bestimmung des Ammoniaks geschah ganz in der von Embden, 
Carstensen und Schumacher geschilderten Weise. Bei der Milchsiiure- 
bestimmung richtete ich mich genau nach den kiirzlich veréffentlichten An- 
gaben von E. Lehnartz.}) 

Die Ammoniak- und Milchsiurebestimmungen wurden stets an dem 
gleichen, nach der Zerkleinerung der simtlichen Gastrocnemien in fliissiger 
Luft erhaltenen, griindlich durchmischten Muskelpulver angestellt. Fiir 
jede Ammoniakbestimmung kamen etwa 2,5—3,0 g Muskulatur zur Verwen- 
dung, fiir die Milchsiurebestimmung geniigten etwa 0,5g. Zur oxydativen 


_ Umwandlung in Acetaldehyd gelangten hierbei jeweils Milchsiuremengen 


yon 50—100 Mikrogrammen. 

Soweit die Versuche mit isotonischer Anordnung durchgefiihrt wurden , 
betrug die Belastung der ausschlieBlich verwandten Gastrocnemien stets 
25g. Bei den isometrischen Versuchen wurde die Spannungsleistung auf 
einer langsam rotierenden Kymographiontrommel registriert. Zur Reizung 
wurden aussehlieBlich Offnungsinduktionsschliige verwendet, die gerade 
maxiinal wirksam waren. Eine Verstirkung des Reizes wihrend des ein- 
zelnen Versuches wurde nie vorgenommen. Die zu den Versuchen dieser 
Arbeit verwandten Muskeln stammten alle von einem bestimmten Tempo- 
rarienfange und waren der Jahreszeit entsprechend sehr leistungsfihig. 
Die pro Zuckung geleistete Spannung blieb in den friiheren Versuchen, 


| d.h. also am frischeren Materiai, wihrend der ganzen Zuckungsreihe gleich 


und nahm auch in den spiiteren Versuchen gegen Schlu8 nur wenig ab. 
Zur Berechnung des isometrischen Quotienten verfuhr ich folgender- 

maBen: Die gesamte Spannungsleistung jedes einzelnen Muskels wurde in 

iblicher Weise ermittelt und mit der Muskelliinge multipliziert. Die Linge 


1) Lehnartz, Diese Zs. Bd. 179, S. 1 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol Chemie. CLXXXIV, 13 
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der zu den Versuchen verwandten Muskeln war ihnlich, die Spannungslei. 
stung zeigte erhebliche Unterschiede. Der Spannungsliingenwert pro 
Muskulatur wurde gefunden, indem die fiir die einzelnen Muskeln er- 
mittelten Produkte aus Muskellinge und Spannungsleistung addiert und 
durch das Gesamtgewicht der verwandten Muskulatur dividiert wurden. 


Versuchsergebnisse. 


Entsprechend der von vornherein gehegten Erwartung zeigte 
es sich, daB bei geniigend langsamer Reizung 100 maximal wirk. 
same Offnungsschlige keinerlei Ammoniakbildung bewirken, wihrend 
gleichzeitig erhebliche Milchsiurebildung eintritt, daB also das 
molare Verhiltnis Ammoniak: Milchsiiure, das in den oben er. 
wihnten Versuchen gelegentlich die GréBe 1 iiberschritt, unter 
geeigneten Bedingungen unendlich klein sein kann. 

In einer Reihe von Kontroliversuchen am ungereizten Muskel 
iiberzeugte ich mich davon, der Ammoniakgehalt der Gastro. 


Tabelle I. 
Kontrollversuche. 
1 2 3 4 5 
Datum mg Ammoniakgehalt in Unterschied in 
Nr. Tageszeit 100 8 Muskulatur Prozenten des 
Anzahl der Frésche 1 | » kleineren Wertes 
26. 10. 28 | 
1 p. m. 158 1,64 
6 Frésche | 
31. 10. 28 | 
2 a. m. 0,72 | 0,69 4 
6 Frésche 
1. 11. 28 | 
8 a. m. 0,95 | 0,92 
6 Frésche | 
12. 11. 28 | 
4 a. m. 0,97 | 0,88 10 
6 Frésche | 
23. 11. 28 | 
5 a. m. 106 1,05 1 
6 Frésche | 
5. 12. 28 | 
6 a. m. 116 | 41,12 4 
6 Frésche | 
12. 12. 28 
7 p. m. 112 | 1,15 2 
6 Frésche 


in de 
unter 
selbey 
von 
iitrat 


1928), 


cD 

Wi 

Pe 
ve 

de 

sel 

Un 

wa 

mit 

wu 

Bo 

bel 

per 

4e 

kun 
gele 

Am 

- viel} 

vers 

Am! 

nack 
same 
nim) 

entsy 

elntr 


las 


ter 


 Besteht ein bestimmtes Verhiiltnis zwischen Milchsiurebildung usw. 187 


cnemien der verwandten Froschsendung beiderseits anniithernd gleich 
war. Die Kontrollversuche wurden absichtlich auf die gesamte 


Periode, wahrend welcher die Hauptversuche ausgefiihrt wurden, 
verteilt. Ihre Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammengestellt, bei 
der in den Spalten 3 und 4 der Ammoniakgehalt der beider- 
seitigen Muskeln angegeben ist. Nur in Versuch 4 erreichte der 
Unterschied 10°/, des kleineren Wertes, in den iibrigen Versuchen 
war er weitaus geringer (Spalte 5). Tabelle 2 umfaBt 6 Versuche 
mit isotonischer Anordnung. In den Versuchen 7, 8 und 11 
wurden die Muskeln mit 50 Offnungsinduktionsschligen innerhalb 
200 Sekunden gereizt. Die GleichmiBigkeit der Reizfolge wurde 
in allen spiteren Versuchen mit langsamem Reiztempo durch eine 
Bowditsch-Uhr erreicht. Zweimal, Versuche 9 und 10, wurde 
bei gleicher Reizgeschwindigkeit 100 mal gereizt, so daB die Reiz- 
periode 400 Sekunden dauerte. Kin Vergleich der Spalten 3 und 
4 ergibt, da® in keinem der genannten Versuche nach der Zuk- 
kungsperiode eine auBerhalb der Fehlergrenze der Bestimmung 
selegene Verinderung des Ammoniaks eingetreten war. Der 
Ammoniakgehalt der gereizten und der ungereizten Muskeln stimmt 
vielmehr noch genauer als in den vorher beschriebenen Kontroll- 
versuchen iiberein. Die beobachteten geringen Unterschiede im 
Ammoniakgehalt der gereizten und der ungereizten Muskeln liegen 
nach beiden Richtungen, sie iibersteigen nirgends 2°/. 

Auch in Versuch 12 wurde mit 100 gerade maximal wirk- 
samen Offnungsschliigen gereizt, jedoch in weit rascherem Tempo, 
nimlich innerhalb 100 Sekunden. Man sieht, daB hierbei ganz 
entsprechend den in einer friiheren Arbeit niedergelegten Ergeb- 
uissen?) der ,,T'empoversuche“ eine betriachtliche Ammoniakbildung 
eintrat: Vermehrung um 0,34 mg pro 100g Muskulatur oder um 
annihernd 30°/, des Ruhewertes (Spalte 9). 

In den Versuchen 7—11 nahm ich auBer der Ammoniak- 
vestimmung auch Milchsaéurebestimmungen vor, deren Ergebnisse 
in den Spalten 5 und 6 niedergelegt sind; dabei wurde Versuch 11 
inter streng anaeroben Bedingungen durchgefiihrt. Die in der- 
selben Rubrik untereinander stehenden Zahlen geben die Resultate 
von Doppelbestimmungen wieder, die an dem gleichen Muskel- 
‘ltrat vorgenommen wurden und iiberall weitgehende Uberein- 
‘timmung zeigten. Der Mehrgehalt des gereizten Muskels an 

1) Embden, Carstensen u. Schumacher, Diese Zs. Bd. 179, S. 186 
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Tabelle II. 
Versuche mit isotonischer Anordnung. 
1 2 3 4 5 | 6 7 8 9 | 10 
mg Ammoniak in Milchsaure Mehrgehalt des gereizten 
Datum 100 g Muskulatur in Prozenten Zuckungs- Muskels an 
Nr Tageszeit Zuckungs-| in 
“| Anzahl der nach nach zahl Sckund Ammoniak | Milchsiiure 
Frésche ungereizt Einzel- ungereizt Einzel- ekuncen lin Proz. des| in g pro 
zuckungen zuckungen Ruhewertes | 100g Muskel 
8. 11. 28 | 
7 a. m. 1,50 1,49 50 200 —0,7 | 0,035 
7 Fréscte ’ | 
8. 11. 28 an | 
8 a. m. 1,44 1,47 pepo 0,103 50 200 +2 0,036 
7 Frésche 
8. 11. 28 
9 p. m. 1,41 1,38 — yon 100 400 “se 0,032 
7 Frésche 20 
8. 11. 28 
10 p. m. 1,24 1,25 O96 0,072 100 400 + 0,8 0,036 
7 Frésche 0,086 0,073 
13. 11. 28 
0,064 0,078 
11 F >... 1,638 1,68 0,063 0,080 50 200 0 0,016 
1. 11. 38 
12 a.m. 1,14 1,48 a ~ 100 100 + 30 = 
7 Frésche 
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| Milchsiure in g pro 100 g Muskulatur ist aus Kolonne 10 er- 


sichtlich und liegt mit Ausnahme des Versuches 11, in dem er 


' viel geringer ist, zwischen 0,03 und 0,04°/, der Muskulatur. 


Man sieht also, daB bei isotonischer Anordnung unter den 
geschilderten Belastungsbedingungen 100 maximale Zuckungen ge- 


leistet werden kénnen, ohne daB es iiberhaupt zu einem Mehr- 


gehalt des gereizten Muskels an Ammoniak kommt, wenn nur das 


 Reiztempo ein geniigend langsames ist. 


- Die 10 Versuche der Tab. 3 wurden mit auxotonischer An- 
ordnung durchgefiibrt, der Muskel wirkte hierbei auf eine leicht 
gespaunte Feder, die eine nicht unerhebliche Verkiirzung des 
Muskels gestattete. 

Einmal, Versuch 14, reizte ich hierbei nur 50 Male, in allen 
iibrigen Fallen 100 Male. In den Versuchen 18, 19 und 21 er- 
folgten 100 Zuckungen in rascher Folge (innerhalb 100 Sekunden), 
und iiberall ist hier eine betriichtliche Ammoniakvermehrung ein- 
getreten, die zwischen 0,32 und 0,51 mg pro 100 g Muskulatur 
und 29°/, und 42°/, des Ruhewertes liegt. 

In simtlichen Versuchen mit langsamem Reiztempo findet 
sich dagegen keine die Fehlergrenze der oben geschilderten Kon- 
trollversuche iiberschreitende Ammoniakbildung. Eine auBerhalb 
dieser Fehlergrenze gelegene Abweichung im Ammoniakgehalt 
jer Arbeits- und Ruhemuskeln ist nur in Versuch 16 vorhanden, 
in dem die Arbeitsmuskeln einen erheblichen Mindergehalt (0,20 
— entsprechend einer Verringerung des Ruhegehaltes um 20°), 
—) aufweisen. Dieses Verhalten erinnert an gewisse Beobach- 
tungen von Embden, Carstensen undSchumacher’), die unter 
dunlichen Versuchsbedingungen an gereizten Muskeln wiederholt 
einen geringeren Ammoniakwert beobachteten als an ungereizten. 
“8 mag unerdrtert bleiben, ob es sich hier um einen Bestim- 
uungsfehler handelt oder ob von vornherein der Ammoniakgehalt 
der beiderseitigen Muskeln ein verschiedener war (siehe auch 
“mbden, Carstensen und Schumacher?) Jedenfalls trat 
auch hier in allen Versuchen mit langsamer Reizfolge bei er- 
ieblicher Milchsaéurebildung keinerlei Ammoniakvermehrung ein. 
In den Versuchen mit rascher Reizfolge, die simtlich zu erheb- 
icher Ammoniakbildung fiihrten, lag das molare Verhiiltnis der 


a.a O. S. 220. 
*) Auf die Erérterung dieses Versuchsresultates durch die genannten 


\Jtoren kann hier nicht eingegangen werden. 
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Tabe] 
Versuche mit ay; tonis 
1 2 3 4 5 6 
mg Ammoniak in 
Datum 100 g Muskulatur Milchsiure in’, 
Nr Tageszeit Buck 
Anzahl der za 
Frésche ungereizt ungereizt | #ch Eiu 
zuckungen zuckunge 
3. 11.38 | 
‘ ‘ 066 0.114 10 
13 p. m. 1,32 1,28 ’ 
0,066 
7 Frésche ’ | 
16. 11. 28 | 
14 a. m. 1,19 1,26 
7 Frésche | 
16. 11. 28 | | 
15 p. m. 1,30 1,33 0,091 106 
7 Krésche ’ | 
19. 11. 28 lia | 
‘ 0,097 100 
16 m. 0,97 0,77 
0 Q. Gs 
7 Frésche | 0 
23. 11, 28 | 
1 
17 a. m. 0,93 0,94 100 
7 Frésche ’ 
23. 11. 28 
18 a. m. 1,09 1,41 100 
7 Frésche , 
27. 11. 28 : 
19 a, m. 0,94 1,29 0,047 0,083 100 
7 Frésche 0,046 0,088 
27. 11. 28 | 
20 p- m. 1,33 1,37 0,039 — 100 
Frésche 0,038 
29. 11. 28 | | 
21 a. m. 1,21 1,72 “ey | a 100 
7 Frésche > ’ 
29. 11. 28 | A. 
22 p. m. 1,40 1,37 | 100 
7 Frésche 
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ube]! 


fonischer Anordnung. 


it auy 
7 8 9 | 10 11 
6 | 
Mehrgehalt des gereizten 
Muskels an Molares Ver- 
Yuckungs- Zuckungszeit hiltnis 
 zahl in Sekunden Ammoniak Milchsiiure Milchsiiure: 
h Eing in °/, des in g pro Ammoniak 
‘kunge Ruhewertes 100 g Muskel 
0,114 100 400 | 0,049 
0,116 | 
50 200 + 6 | — 
| 
FE 100 400 +2 | 0,030 
),097 100 400 — 20 0,042 
),04s 
400 +1 0,055 
),145 
1,10; 100 100 + 29 0,050 29 
).09: 100 100 + 37 0,046 24,9 
1,093 
091 100 400 +3 0,053 
1,092 
| 
14 100 100 + 42 | 0,070 26,3 
| 


i 
j 
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Tabells 
Versuche mit js. 
1 2 3 | 4 5 6 
mg Ammoniak in 
Datum, 100 g Muskulatur Milehsaure in ‘/, 
nzahl der 
anil ungereizt nach Einzel- ungereizt | nach Eing: 
zuckungen | zuckunger| 
12. 12. 28 
23 p.m. 1,24 1,67 0,045 0,063 
7 Frdsche 0,043 0,064 
13. 12. 28 
24 a. m. 1,41 2,01 “oer 0,065 
7 Frésche 0,031 0,063 
13. 12. 28 
25 p. m. 1,62 1,63 eee 0,071 
7 Frésche 0,052 0,070 
14. 12. 28 , 
26 a. Mm. 1,53 1,51 
8 Frésche 0,067 | 0,085 
14. 12. 28 
27 p. m. 1,68 2,15 
8 Frésche | 


gebildeten Milchsiure zum gebildeten Ammoniak zwischen 20,5 
und 24,2. 

In Tab. 4 sind die Ergebnisse von 6 Versuchen mit isome- 
trischer Anordnung niedergelegt. Die Spannungsleistung der 
Muskeln wurde auf einem Kymographion registriert, und der iso- 
metrische Koeffizient der Milchsiure unter Zugrundelegung des 
in der oben geschilderten Weise berechneten Spannungslingen- 
wertes pro g Muskulatur ermittelt. Er liegt zwischen 96 (Ver- 
such 27) und 252(Versuch 26), meist in der Nahe der von Meyer- 
hof angegebenen GroBe. 

Dreimal (Versuche 23, 24 und 27) erfolgte die Reizung in 
raschem Tempo (100 Offnungsinduktionsschliige in 100 Sekunden). 
Hier ist iiberall eine sehr erhebliche Ammoniakbildung eingetreten. 
Sie betriigt etwa 0,4 bis 0,6 mg pro 100 g Muskulatur und liegt 
zwischen 28 und 42°/, des jeweils gefundenen Ruhewertes. Dem- 
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belly, 
nit is metrischer Anordnung. 
6 7 al 9 10 11 12 
Mehrgehalt des gereizten 
hy Zuckungs- Muskels an Isometri- Molares 
_Bhackungs- scher Koef- | Verhiiltnis 
Fined zahl | Milchsiure fizient der | Milchsiiure : 
in des g pro | Milchsiiure | Ammoniak 
Ruhewertes 100g Muskel 
£063 | 
100 100 +34 0,020 227 8,6 
pain | 160 42 0,084 1: 0 
063 100 +420 | 112 10,7 
100 400 (40,6) 0,019 178 
| 
ry | 
sa 100 400 (— 1,3) | 0,018 252 _ 
100 +28 0,054 96 21,7 
| 
( | 
400 (+28) 0,029 229 
),5 gegentiber ist in den drei Versuchen mit langsamem Reiztempo 
iiberhaupt keine auferhalb der Fehlergrenze der Bestimmung 
\e- gelegene Verinderung des Ammoniakgehaltes eingetreten, und die 
er entsprechenden Angaben in Spalte 9 der Tabelle sind darum fiir 
0- diese Versuche auch eingeklammert. Auch bei isometrischer An- 
es ordnung ist also das Auftreten einer Ammoniakvermehrung im 
n- gereizten Muskel in hohem Mae vom Reiztempo abhiingig. In 
oT den drei Versuchen mit raschem Reiztempo lag das molare Ver- 
r- hiltnis der bei der Tatigkeit gebildeten Milchsiure zu dem gleich- 
zeitig gebildeten Ammoniak zwischen 8,6 und 21,7; hier kam es 
in dem von Parnas angenommenen Quotienten nahe. 
n), Das wesentlichste Ergebnis der vorliegenden Untersuchung 
n. besteht darin, bei der Reizung isolierter (¢astrocnemien von 
at Temporarien ein bestimmtes Verhiltnis zwischen Ammoniakbildung 


n- und muskulirer Leistung nicht besteht; bei isotonischer, auxo- 
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tonischer und auch bei isometrischer Anordnung ist die Ammoniak- 
bildung in hohem Mage vom Reiztempo abhiingig. 100 gerade 
maximal wirksame Reize fiihrten in meinen Versuchen an Herbst- 
fréschen, wenn sie in Abstinden von 4 Sekunden erfolgten, iiber- 
haupt zu keiner nachweisbaren Vermehrung des Ruheammoniak- 
gehaltes, wiihrend diese Vermehrung bei Anwendung von Reiz- 
intervallen von nur 1 Sekunde stets eine betriichtliche war. Ks 
kann demzufolge weder von einem konstanten Verhiiltnis zwischen 
isometrischer Spannungsleistung und Ammoniakbildung, noch von 
einem bestimmten oder annihernd bestimmten Verhiiltnis zwischen 
Ammoniak- und Milchsiiurebildung die Rede sein. Das letztere 
geht auch aus den von mir vorgenommenen Milchsiiurebestimmungen 
unmittelbar hervor. Das Verhiiltnis Milchsiure : Ammoniak war 
vielmehr in den Versuchen mit langsamer Reizung unendlich grod, 
wihrend es sich in den Versuchen mit rascher Reizung in der 
Grébenordnung von etwa 9 bis 27 bewegte. 

DaB das Ausbleiben der Bildung von Ammoniak bei lang. 
samem Reiztempo dadurch bedingt ist, daB es wihrend der lin- 
geren Ruhepause vollstandig wieder zum Verschwinden gebracht 
wird, geht schon aus einer friiher veréffentlichten Arbeit von 
Embden, Carstensen und Schumacher?) hervor. Aus den 
oben geschilderten Versuchen ergibt sich, daB der Wiederaufbau 
der Muttersubstanz des Ammoniaks auch unter streng anaeroben 


Bedingungen erfolgen kann. 


Zusammenfassung. 

1. In Bestiitigung friiher von Embden, Carstensen und 
Schumacher ausgefiihrter Untersuchungen konnte festgestellt 
werden, daB bei Reizung isolierter Froschgastrocnemien mit iso- 
tonischer Anordnung die Ammoniakbildung in hohem MaBe von 
dem Tempo der Reizung abhiingt. 

100 gerade maximal wirksame Reize fiihrten, falls sie in 
Pausen von je 1 Sekunde aufeinander folgten, zu erheblicher 
Ammoniakbildung, wihrend bei im iibrigen voéllig gleicher Ver- 
suchsanordnung jegliche Vermehrung des Ammoniaks ausblieb, 
wenn die Zuckungspausen auf 4 Sekunden verlingert wurden. 


1) In einer kiirzlich erschienenen Arbeit (Kli. Wo. Bd. 8, S. 506 (1929) 
zieht Parnas den von Carstensen und Schumacher und dem Unter- 
zeichneten an isolierten Froschgastrocnemien gefiihrten Nachweis der Rever- 
sibilitat der Ammoniakbildung in Zweifel, ohne seinen Standpunkt sachlich 
zu begriinden. Wir halten unsere Versuchsergebnisse und die daraus ge- 
zogenen Folgerungen vollig aufrecht. Embden. 


S 
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2. Dem volligen Ausbleiben der Ammomiakbildung stand auch 
in den Versuchen mit langsamem Reiztempo eine erhebliche Milch- 
siurebildung gegeniiber. Das molare Verhiiltnis Milchsiure zu 
Ammoniak war in diesen Versuchen also unendlich grob. 

Ganz Ergebnisse wurden auch mit auxotonischer 
Anordnung erzielt. Auch Iner fiihrten weder 50 noch 100 in 
Pausen von 4 Sekunden einander folgende Reize zur Vermehrung 
des Ammoniakgehaltes, wiihrend bei Einhaltung der rascheren 
Reizfolge (Pause von 1 Sekunde) erhebliche Ammoniakbildung ein- 
trat. Die Milchsiurebildung war demgegeniiber in allen Versuchen 
im Durchschnitt erheblich gréBer als nach den isotonischen Zuk- 
kungen. 

4, Auch bei isometrischer Anordnung verhielt sich die Am- 
moniakbildung genau wie bei isotonischer und auxotonischer. In 
3 Versuchen mit rascher Reizfolge fiihrten 100 Zuckungen zu be- 
trichtlicher Ammoniakvermehrung (um 28°/,—42°/)\, wihrend bei 
langsamer Reizfolge itiberhaupt keine auferhalb der Fehlergrenze 
der Bestimmung gelegene Ammoniakbildung beobachtet wurde, 
AuBer der Milchsiurebildung wurde hier auch der isometrische 
Koeffizient der Milchsiure im Sinne Meyerhofs bestimmt. Er 
war meist von iihnlicher GréBe wie in den Versuchen dieses Autors. 
In den Versuchen mit langsamer Reizfolge stand auch bei iso- 
metrischer Anordnung einer erheblichen Milchsiurebildung keinerlei 
Ammoniakbildung gegeniiber, wiihrend das Verhiltnis Milchsiure 
zu Ammoniak in den Versuchen mit rascher Reizfolge zwischen 
9 und 22 gelegen war. 

5. Aut die aus diesen Versuchsergebnissen gezogenen Schlub- 
folgerungen kann hier nicht nochmals eingegangen werden. 


| 
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Uber das glykolytische Vermigen verschiedener Organe 
und seine Abhangigkeit vom Co-Fermentgehalt. 


Von 


Heinrich Kraut und Erwin Bumm. 


(Aus dem Chemischen Labora'orium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in Miinchen 
und aus der Chemischen Abteilung des Kaiser Wilhelm-Instituts fair Arbeitsphysiologie 
in Dortmund.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Juli 1929.) 


Kine Untersuchung iiber das Co-Ferment der Glykolyse aus 
Tumoren') hat ergeben, daB der Co-Fermentgehalt von Carcinomen 
und Sarkomen den des epithelialen Gewebes, z. B. von Niere und 
Leber weit iibersteigt, und daB die anaerobe Glykolyse dieser 
beiden Organe eben durch den Gehalt an Co-Ferment begrenzt 
wird. Dieser Befund laBt sich nun auf den gesamten Organismus 
ausdehnen und sogar auf das so lebhaft glykolysierende Gewebe 
der Tumoren. Uberall ist der glykolytische Apparat so ein- 
gerichtet, daB eine Steigerung der Co-Fermentmenge einen ver- 
mehrten Zuckerumsatz hervorruft. Das Co-Ferment bildet in 
allen untersuchten normalen und pathoiogischen Geweben den 
begrenzenden Faktor der anaeroben Glykolyse. 

Unsere Untersuchungsmethode besteht darin, daB wir die 
Glykolyse méglichst frischer Gewebeschnitte mit und ohne Zusatz 
von Co-Ferment messen, das wir nach dem Verfahren unserer 
1. Abhandlung aus Rattentumoren gewonnen und durch Alkohol- 
fillung gereinigt haben. Der Co-Fermentzusatz wird so reichlich 
gewihlt, da seine Vermehrung keine weitere Steigerung der 
Glykolyse mehr bewirkt. Die Differenz der beiden Messungen, 
die in glucosehaltiger Ringerlésung ausgefiihrt wurden, erlaubt 
eine Schiitzung des urspriinglichen Co-Fermentgehaltes im Ver- 
hiltnis zu dem ibrigen glykolytischen Apparat des betreffenden 
Organs, wiihrend der Betrag der erreichten Glykolyse bei optimalem 


1) H. Kraut u. E. Bumm, Diese Zs. Bd. 177, 8. 125 (1928). 
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Co-Fermentgehalt eine Schaitzung der iibrigen Teilfermente mit 
Ausnahme des Co-Ferments erméglicht. 

Das Ergebnis dieser Vergleiche ist, daB sowohl das glyko- 
lytische Vermégen iiberhaupt, als auch das Verhiiltnis des Co- 
Fermentes zu den ibrigen Teilfermenten der Glykolyse ein 
wechselndes ist. In den einzelnen Organen ist nimlich der Be- 
trag, um den sich die Milchsiurebildung durch Co-Fermentzusatz 
steigern liBt, verschieden. Der Milchsiurequotient von Ratten- 
carcinomzellen betragt nach Warburg im Durchschnitt 0,12, 


- Er wiichst durch Co-Ferment- 
mg X Stdn. 


zusatz z. B. von 0,088 auf 0,118 oder von 0,093 auf 0,152, d.h. 
nicht iiber die héchsten von Warburg auch ohne Co-Ferment- 
zusatz beobachteten Werte hinaus. Dagegen laibt sich die Glyko- 
lyse der grauen Hirnsubstanz von Ratten erheblich iiber die bisher 
gefundenen Héchstwerte steigern. Bei Zusatz von Co-Ferment 
erhielten wir Milchsaiurebildung von 10—13°/, des Schnittgewichts 
pro Stunde, wihrend die in der Literatur’) angegebenen Werte 
der Glykolyse frischer Schnitte in guter Ubereinstimmung mit 
eigenen Befunden 5—8°/, des Schnittgewichts betragen. 

Von ganz besonderem Interesse ist das Verhalten der Niere, 
das wir in unserer 1. Abhandlung eingehender beschrieben haben. 
Sie besitzt normalerweise geringes glykolytisches Vermégen, z. B. 
Milchsiurequotienten von 0,01 bis 0,02. Aber wir konnten an 
Nierenschnitten unter allen gepriiften Organen durch Co-Ferment- 
zusatz die gréBte Steigerung der Glykolyse beobachten, nimlich 
auf das 5—7fache des normalen Betrages, so daB sie dadurch 
an die Milchsiurequotienten des Carcinomgewebes herankommen, 
Die Méglichkeit, durch Vermehrung eines einzigen Teilenzyms die 
groBten Zuckerumsitze unter allen normalen Organen zu erreichen, 
wird nicht ohne Zusammenhang mit den sehr variablen Aufgaben 
dieses Organs sein. 

Bei den iibrigen von uns untersuchten Organen, nimlich bei 
Milz, Leber und Muskel ist sowohl die Glykolyse gering, wie 
auch die Steigerungsméglichkeit durch Co-Fermentzusatz. Frische 
Milzschnitte besitzen Milchsiurequotienten von 0,01, der griBte 
durch Co-Fermentzusatz erreichte Wert war 0,032. 

Ahnlich sind die Umsiitze bei Leber und Muskel, wobei zu 


maximal etwa 0,15 ™ 


1) O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 152, S. 319 (1924). 
2) R.O. Loebel, Biochem. Zs. Bd. 161, 8. 219 (1925); O. Warburg, 
Biochem. Zs. Bd. 152, S. 333 (1924). 
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beachten ist, daB deren Gewebe in der Hauptsache oder aus- 
schlieblich den eigenen Vorrat an Glykogen in Milchsiure verwan- 
delt.!) Aber auch hier tritt durch Zusatz des Co-Ferments eine 
Beschleunigung der Glykolyse von 0,01 oder 0,015 bis zu doppelt 
so groben Milchsiurequotienten ein. 

SchlieBlich priiften wir noch die Zuckerumsiitze des Blutes 
bei Co-Fermentzusatz. Die von 1 mg Zellen gebildeten Milch- 
siuremengen steigen dadurch von 0,0010 bis 0,0015 pro Stunde 
auf 0,0015 bis 0,0020 mg. 

Es folgt aus diesen Versuclen, daB die Teilenzyme des 
Kohlehydratabbaus an den verschiedenen Stellen des Organismus 
in keinem konstanten Verhaltnis zueinander stehen. Immerhin 
sind die iibrigen reichlicher als das Co-Ferment der Glykolyse 
vorhanden. Da nach Untersuchungen von R. Kuhn und R. Heck- 
scher’) das letzte Glied der Reihe, die Methylglyoxalase ausreicht, 
um auch eine gesteigerte Milchsiurebildung zu erméglichen, so 
ist wohl der als glykolytisches Ferment im engeren Sinne zu 
bezeichnende Katalysator niichst dem Co-Ferment in geringster 
Menge vorhanden. Das wiirde den SchluB erlauben, dab der 
enzymatische Apparat der anaeroben Glykolyse an allen Stellen 
des Organismus von Stufe zu Stufe reichlicher mit Fermenten 
ausgestattet ist, so daB eine vom Enzym der 1. Stufe (oder zum 
mindesten einer der ersten), nimlich vom Co-Ferment bewirkte 
Beschleunigung des Kohlehydratabbaus jederzeit bis zum End- 
produkt durchgefiithrt werden kann. 


Experimenteller Teil. 


Wir verwenden als MaB der Glykolyse die Bestimmung der 
gebildeten Milchsiure nach der bekannten manometrischen Methode 
O. Warburgs; die Co-Fermentwirkung ergibt sich dann aus dem 
Vergleich der Glykolyse desselben Gewebes mit und ohne Co- 
Fermentzusatz unter sonst gleichen Bedingungen. Die Ver- 
schiedenheit der einzelnen Gewebe, Girungssiure vornehmlich aus 
zugesetztem Traubenzucker oder aus zelleigenem Kohlehydrat zu 
bilden, bedingt aber eine dem speziellen Fall angepaBte Meb- 
methodik. Nur wenn die Leergirung in glucosefreiem Medium 
sehr gering ist, ulso vorwiegend zugesetzter Traubenzucker als 
Quelle der Siiurebildung in Betracht kommt, ist es erlaubt, nach 


1) O. Rosenthal u. A. Lasnitzki, Biochem. Zs. Bd. 196, 8. 345 (1925). 
» R. Kuhn u. R. Heckscher, Diese Zs. Bd. 160, 8. 116 (1926). 
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der Ditferenzmethode!) die GiirungsgréBe zu bestimmen. Carcinom, 
graue Hirnsubstanz, Niere und Milz zeigen eine sehr geringe 
spontane Saurebildung in glucosefreiem Medium. 

Bei diesen Geweben wird die Glykolyse durch Bestimmung 
der Extragirung gemessen.*) Dagegen bildet Leber und Muskel%) 
fast ausschlieBlich aus zelleigenem Kohlehydrat Milchsiiure. Zu- 
gesetzte Glucose indert nichts oder nur wenig. Die anaerobe 
(tirung wurde hier nach der neueren Methode W arburgs*) bestimmt. 

Weiterhin ist zu beachten, daB die GirungsgréBe eines be- 
stimmten Gewebes schon bei verschiedenen Exemplaren derselben 
Tierart trotz gleicher Versuchsbedingungen hiiufig schwankt. So 
haben P. Gyorgy, W. Keller und Th. Brehme®) festgestellt, 
daB Rindensubstanz, Mark und Papillengewebe der Niere ver- 
schieden stark glykolysieren, daB die Gréte der Nierenglykolyse 
aber auch vom Alter des Versuchstieres abhiingt. 

Von den Versuchsbedingungen lassen sich p,, und Bicarbonat- 
konzentration leicht konstant halten, schwieriger die Phosphat- 
konzentration, weil die Gewebe selbst wechselnde Mengen von 
Phosphat enthalten. Bei groBer Phosphatkonzentration im Ver- 
suchsansatz ist die Retention der Kohlensiiure durch Phosphat 
zm beriicksichtigen. Sie laBt sich nach der von Warburg fiir 
Serum angegebenen Methode bestimmen. Wir geben zu jedem 
Versuch, d. 1. zu Gewebeschnitten von 1—2 mg Trockengewicht 
0,5 mg Natriumphosphat von p,, 7,41, wodurch die Glykolyse etwas 
sesteigert wird. Dieser Menge gegeniiber fillt der Minflub des im 
(rewebe und in den Co-Fermentextrakten enthaltenen Phosphats 
in die Fehlergrenzen der Methode. 


1) O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 142, S. 317, 334 (1923). 
*) J. Brooks u. M. Jowett (Biochemical. Jl. Bd. 22, S. 1413 (1928)] 
haben eine Co-Fermentwirkung von Tumorextrakten im Gegensatz zu unseren 


| Befunden nicht feststellen kénnen und diese Diskrepanz auf fehlerbafte Be- 


rechnung und ungenaue Me8methodik zuriickgefiihrt. Demgegeniiber ist zu 
bemerken, daB die Reduktion der Druckiinderung h, auf das Schnittgewicht 
My 


nach der Formel = (4, -- hy, keo,'' streng giiltig ist, wenn 
m 


1 
die Volumina der Trége 1 und 2 einander gleich sind und der Sauerstoff- 


druck 0 betriigt [vgl. auch O. Warburg, Biochem. Zs. Bd. 152, S. 310 (1924)}. 
Worauf die negativen Befunde obiger Autoren zuriickzufiihren sind, abt 


sich beim Fehlen jeglichen niheren Zahlenmaterials nicht ersehen. 


O. Rosenthal u. A. Lasnitzki, a.a. O. 
*) Biochem. Zs. Bd. 152, S. 51 (1924). 
*) P. Gyérgy, W. Keller u. Th. Brehme, Biochem. Zs. Bd. 200, 


8.356 (1928). 
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Tabelle 1. 


Glykolyse voa Carcinom, grauer Hirnsubstanz, Milz und Niere 
mit und ohne Co-Fermentzusatz. 


Zugesetzte Menge 


Nr.| Gewebe Co-Ferment aus Ratten- M. Q.') Bemerkungen 
sarkom (mg) 
1] Mause- 0,111 
carcinom| + 10mg Alkoholfallung 0,135 
+ 10 mg Alkoholfillung 0,152 nicht gewaschen 
3 0,088 
+ 10mg Alkoholfillung 0,118 
4 ” aac 0,0453 
+ 10mg Alkoholfillun 0,0430 
Carcinomnekrotisch 
5 0,0504 
+ 10 mg Alkoholfillung 0,0562 
6 0,0212 Gewebeschnitte 
+ 10mg Alkoholfaillung 0,0546 stark gewaschen 
7] Hirn 0,0440 
5 mg Alkoholfillung 0,1040 
8 0,0496 Vorbereitungszeit 
3,5 mg Alkoholfillung 0,0900 15 Minuten 
9 0,0785 Gewebeschnitte 
5 mg Alkoholfiillung 0,1300 nicht gewaschen 
10 0,0359 | 
5 mg Alkoholfaillung 0,1027 
11 0,0627 
5 mg Alkoholfillung 0,0725 | Vorbereitungszeit 
12 0,0528 45 Minuten 
5 mg Alkoholfillung 0,0582 |] 
138 0.0594 Gewebeschnitte 
5 mg Alkoholfillung 0,0653 |{ mehrmals gewasch. 
14 . — 0,0240 1) Schnitte stark aus- 
5 mg Alkoholfallung 0,0348 gewaschen 
Trockenpulver 0,0102 
16 0,0064 |) 
+ Extrakt aus 32 mg ' 
Trockenpulver 0,0171 = mehrinals 
gewaschen 
17 0,0043 
+ 5mg Alkoholfillung 0.0286 |) 
= mg Milehsiure 


mg + Tr.-Gew. x Stdn. 
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Tabelle 1 (Fortsetzung). 


Zugesetzte Menge 
Nr.| Gewebe | Co-Ferment aus Ratten- M. Q. Bemerkungen 
sarkom (mg) 


is} Milz mg 0,0319 — 


19 0,0125 
+ “Extrakt aus 32 mg 
Trockenpulver 0,0139 
20] Niere 0,0178 


Schnitte nicht ge- 


22 0,0016 
10 Alkoholfillu 0,0388 
= Schnitte gewaschen 
| 
j 


23 0,0082 
10 mg Alkoholfillun 0,0745 

& 
24 ” re 0,0 125 


Schnitte gewaschen 


+ 10 mg Alkoholfillung 0,0775 


Die in der Tab. 1 zusammengestellten Versuche enthalten 


| Vergleiche der GirungsgréBe von Carcinom, Gehirn, Niere und 


Milz, mit und ohne Zusatz von Co-Ferment. 
Versuche an einem Miusecarcinom haben ergeben, daB Co- 


Fermentzusatz in jedem Fall eine Beschleunigung des Zucker- 


umsatzes bewirkt. Bei nur oberflichlich abgespiilten Gewebe- 
schnitten, also unter Bedingungen, die dem Zustand in vivo am 
ihnlichsten sein werden, haben wir Steigerung der Milchsiure- 
hildung um 20, 34 und im giinstigsten Fall um 63°/, beobachtet 
Versuch 1, 3 und 2). Dieser Héchstwert liegt nicht iiber den 
bisher gefundenen maximalen Glykolysewerten von Carcinom. Im 


| Carcinomgewebe ist also die Co-Fermentmenge so grob, dab der 


iibrige glykolytische Apparat fast vollstindig ausgeniitzt wird. Es 
wird sogar gelegentlich vorkommen, daB der Umfang der Milch- 
siurebildung von einem anderen Teilferment begrenzt wird. 


Dagegen liBt sich die Glykolyse der graven Hirnsubstanz 
von Ratten durch Co-Fermentzusatz weit iiber die bisher bekannten 
Werte steigern. So beobachteten wir Zunahmen von 80—100°%, 
gegentiber dem Normalumsatz (Versuch 7—10), d. h. Milchsiiure- 
quotienten von der GréBenordnung des Carcinomgewebes. In 
anderen Fallen dagegen betrug die Steigerung nur 10—16°/, 
Versuch 11—14) und zwar dann, wenn die Vorbereitungszeit von 
der Tétung des Tieres bis zum Beginn der Messung von lingerer 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXIV. 14 
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Dauer war, und die Gewebeschnitte mehrmals mit Ringerlésung 
ausgewaschen wurden, 

Da sich hierbei nur die zusiitzliche Steigerung und _ nicht 
der Normalumsatz andert, scheinen durch diese Vorbehandlung 
andere Teilenzyme der Glykolyse leichter als das Co-Ferment 
entfernt zu werden. In diesem Sinne wird vor allem Versuch 14 
zu erkliren sein. 

Fiir Rattenmilz ergeben sich ihnliche Verhiltnisse, nur sind 
die absoluten Werte der Glykolyse hier kleiner als bei Carcinom 
und grauer Hirnsubstanz. AuBerdem liBt sich bei Milz die 
Glykolyse schon durch kurzes Auswaschen fast véllig zum Still- 
stand bringen (Versuch 15). Zusatz von Co-Ferment bringt die 
Glykolyse wieder in Gang, allerdings nicht im urspriinglichen Um. 
fang (Versuch 16 und 19). Auch hier scheint durch die Vor- 
behandlung der Schnitte nicht nur der Co-Fermentgehalt, sondern 
auch der der anderen Enzyme vermindert zu werden. 

Durch einen besonderen Versuch haben wir uns davon iiber- 
zeugt, daB aus Nierenschnitten sich das Co-Ferment vollstindig, 
wenn auch schwerer als aus Milz entfernen l4Bt. Die zum Still- 
stand gekommene Glykolyse laBt sich durch Zusatz von Co-Ferment 
weit iiber den urspriinglichen Betrag hinaus steigern. Danacii 
erweist sich die Niere als das geeignetste Objekt fiir die be- 
stimmung des Co-Fermentgehaltes von Extrakten. 

Wenn man Nierenschnitte nur oberflichlich abspiilt, so 
liefern sie Milchsiiurequotienten von 0,01 bis 0,02. Die grébte 
Steigerung, die wir durch Co-Ferment erzielen kénnten, ist der 
Milchsiiurequotient 0,09, der an den Betrag herankommt, den man 
sonst nur an Tumorschnitten beobachtet. Nach den Ergebnisse», 
die wir an Tumorschnitten unter Co-Fermentzusatz erhielten, 
scheinen allerdings auch die iibrigen glykolytischen Teilenzyme 
in Tumoren etwas reichlicher als in der Niere vorhanden zu 
sein. 
In den Versuchen der Tab. 2 wurde an Rattenleber und 
-Muskel die Co-Fermentwirkung gepriift. Entsprechend ihrer Eigen- 
schaft, hauptsiichlich zelleigenes Glykogen abzubauen, wurde die 
Glykolyse hier nach der neuen Methode Warburgs in Ringer- 
lésung mit und ohne Zucker gesondert bestimmt. Die Messung 
der anaerob in Freiheit gesetzten Kohlensiure geschieht nac!: 
der Gleichung Xco, = /co, + Aco,, Wobei sich hco, aus der beob- 
achteten Druckiinderung h vermehrt um den Betrag der Reten- 


tion durch Phosphat ergibt. 
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Tabelle 2. 


Glykolyse von Rattenleber und quergestreiftem 
Rattenmuskel mit und ohne Co- Fermentzusatz. 


Zugesetzte h 
\r.]Gewebe}] Co-Fermentmenge aus M. Q. 8- 
ding 

Rattensarkom 
1| Leber 1,02 0.0041 
Alkoholfaillung 3,06 0 0122 
2 1,60 0.0064 

5 mg Alkoholfiliung 3,96 0,0143 Ringerlésung 

3 2,10 0,0084 hne Zucke 

5 mg Alkoholfillung 6,11 0,024 
4 3,04 0,0121 
5ing Alkoholtéillung 5,26 0,0210 
5 3,38 0,0135 
5mg Alkoholfillung 7,26 0,0290 

6 2,54 0,0101 Ringerlésung 

5 mg Alkoholfillung 8,90 0,0354 If mit Zucker 
_ 440 | 0,0176 
5mg Alkoholfallung 4,73 0.0187 
Muske} 2,4 0,6096 
5 mg Alkoholfillung 4,3 0,0156 

9 1,9 0,0078 | Ringerlésung 

5 mg Alkoholfillung 4,4 0,0175 ohne Zucker 
10 1,9 0,0078 
5 mg Alkoholfallung 5,4 0,0217 
1 3,9 0,0156 

5 mg Alkoholfillung 4,6 00184 Ringerlésung 

12 ; — 3,0 0.0120 mit Zucker 
5 mg Alkoholfallung 6.8 0,0271 


Bei Zusatz von Co-Ferment steigt die Milchsiure etwa auf 
tas Doppelte des Normalbetrages und zwar gleichgiiltig, ob man 
in Ringerlésung mit oder ohne Zucker mifbt. Die absoluten Werte 
der Milchsiurequotienten sind dabei in Ringerlésung ohne Zucker 
durchschnittlich geringer. Maximal betrug die Glykolyse das 1’ ,- 
as 8fache der bisher in der Literatur verzeichneten Werte. 

Fiir die Messung der Glykolyse des Blutes erscheint die 


-tmanometrische Methode ungeeignet wegen der unsicheren Be- 


‘immung des Korrektionsfaktors 9°. Wir haben deshalb fir 


lie Versuche der Tab. 3 den Zuckerverbrauch titrimetrisch nach 
-ensen-Hagedorn bestimmt. 
14° 
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2mal 5 ccm defibriniertes, menschliches Blut wurde mit je 
1 ccm physiologischer Kochsalzlésung versetzt, zu der das eine 
Mal 25 mg Co-Fermentpriparat zugesetzt wurde. Dann fiigtey 
wir zu beiden Ansi&tzen so viel Blausiure, ihre Konzentratioy 
n/1000 betrug, und bestimmten den Zuckergehalt durch Titration 
zu Beginn des Versuches, nach 2 und 4 Stunden. Wiihrend des 
Versuches wurde im Thermostat bei 37° geschiittelt. Fiir jede 
Einzelmessung geniigt 1 ccm des Ansatzes. Vor dem Enteiweibe, 
wurde das Blut mit 4 ccm Wasser lackfarben gemacht. 


.| Co-Fermentmenge 


Tabelle 3. 
Glykolyse von Blut mit und ohne Co-Ferment. 
Zugesetzte Nach Jensen- Zell- ; 
Hagedorn volumen mg Zucker verbrayy 


aus Rattensarkom 


eem Blut x Std. | Blut mm? 


0,111 500 0,28 0,0011 


4mg Alkoholfallung 0,149 500 0,38 0,0015 
sone 0,105 380 0,35 0,0014 
5 mg Alkoholfillung 0,135 380 0,45 0,0018 
_ 0,111 460 0,30 0,0012 
5 mg Alkoholfillung 0,204 460 0,56 0,0022 
sie 0,080 400 0,25 0,0010 
5 mg Alkoholfillung 0,161 400 0,50 0,0020 


Um den Zuckerverbrauch auf die Gewichtseinheit trockener 
Zellen reduzieren zu kénnen, ermittelt man das Zellvolumen vor 
1 ccm Blut, indem man bis zur Konstanz des Sedimentvolumen: 
zentrifugiert und das Sedimentvolumen durch 5 dividiert. Die 
anaerobe Glykolyse ergibt sich dann aus dem Zuckerverbrauch, 
der Versuchszeit und der Zellmenge. Der Zuckerverbrauch steigt 
durch Co-Fermentzusatz etwa auf das Doppelte des Normal- 
betrages. Der Co-Fermentgehalt ist auch hier der begrenzte 
Faktor der anaeroben Glykolyse. 


mg Zuckerverbrauch| in 1 mg Zellen x 
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Uber die Wirkung von Pepsin-salzsdure nach Trypsin-kinase. 
Von 
K. Felix und A. Lang. 
Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Laboratorium der II. Medizin. Klinik der Universitat Minchen.) 


(Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft der deutschen Wissenschaft.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Juli 1929.) 


Da die Wirkung des Pepsins bei einer Reihe von Proteinen 
mit ihrer Struktur in engem Zusammenhang steht, ist es von be- 


- sonderem Interesse, die Art und den Ort der von ihm gelésten 


Bindungen zu kliren. Nach den Untersuchungen von EK. Wald- 


-schmidt-Leitz und seinen Mitarbeitern greift das Trypsin Poly- 


peptide von der freien Carboxylgruppe aus an (7). Nun ergibt 
sich aus verschiedenen Versuchen, dab die Proteine freie Carboxyle, 
lie nicht den Aminodicarbonsiiuren angehoren, besitzen (1, 2). 
Folglich scheinen im EiweiB Peptidketten vorzukommen, deren 
Varboxylende frei ist. Ob es umgekehrt auch freie Aminoenden 
von Peptidketten gibt, ist noch nicht sicher entschieden. Denn 


' uur solche EiweiBkérper besitzen freie Aminogruppen, die auch 


Lysin enthalten. Das geht am eindeutigsten aus den Unter- 
suchungen von A.Kossel und seinen Mitarbeitern an den Prot- 
vminen hervor (5). Clupein enthalt kein Lysin und besitzt keine 


-trelen Aminogruppen, dagegen veresterbares Carboxyl (3). Es 
von Trypsin-kinase aber nicht von EKrepsin angegriffen. 


Vielleicht deswegen nicht, wei! die Peptidketten, die es aufbauen, 
im Aminoende besetzt sind. Stellt man sich nun das Hiweib- 
nolekiil als aus mehreren Peptidketten aufgebaut vor, die auf 
eine noch nicht geklirte Weise miteinander verbunden sind und 
eht man das Wesen der Pepsinwirkung in einer Zerlegung in 


_lese Peptidketten, so kénnte man erwarten, dab das Trypsin 


061 seiner Kinwirkung von den Carboxylenden her die von den 
Pepsin gespaltenen Bindungen intakt liBt. Gewisse Versuche 
«m Histon lassen eine solche Vermutung zu (2). 
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Wir haben nun von diesem Gesichtspunkte aus das Himo. 
globin mit Trypsin-kinase verdaut und wihrend der Verdauung 
in verschiedenen Stadien die Spaltbarkeit fiir Pepsinsalzsiiure 
gepriift. Die Resultate sind in der folgenden Figur enthalten, 


Gy 
2) 


Irypsinkinasespaltung 


oT 2 4S by 
(6) 


PepsintiClspaitung 


Die Zahlen der Ordinate geben den Zuwachs der freien 
Aminogruppen in Prozenten vom Gesamtstickstoff bei der Trypsin- 
verdauung an. Die Trypsinverdauung war nach acht Tagen ers: 
vollstiindig beendet mit einem Zuwachs von 47,56°/, Aminostick- 
stoff vom Gesamtstickstoff. Bei der vollstindigen Hydrolyse mi 
Salzsiiure betriigt der Zuwachs an freien Aminogruppen 77,63" 
vom Gesamstickstoff, die Leistung des Trypsins also 61,26°/, der 
gesamten Spaltung. In der Figur haben wir nur die ersten vier 
Tage aufgenommen, da von dann ab die Spaltung nur sehr lang- 
sam weiter geht. Die Abszisse enthilt den Zuwachs an freie: 
Aminogruppen, den eine Einwirkung von Pepsinsalzsiure in der 
einzelnen Stadien der Trypsinverdauung noch erreicht, wieder 1: 
Prozenten vom Gesamtstickstoff. Am unverinderten Himogloli 
tritt bei der Pepsinverdauung eine Zunahme von 6,7°/, an freien 
Aminostickstoff ein, das sind 8,63°/, der Gesamtspaltung be 
totaler Hydrolyse. Die Figur zeigt nun, daB vom Beginn de! 
Trypsinverdauung an die Spaltbarkeit fiir Pepsinsalzsiure kont:- 
nuierlich abnimmt und am Ende derselben auch Pepsin nici 
mehr wirkt. Es ist also nicht mdglich, durch Vorverdauung 1 
Trypsin-kinase aus dem Hiimoglobin ein Produkt zu erhalte: 
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in dem die vom Pepsin spaltbaren Bindungen gleichsam an- 
gereichert sind. Denn von Anfang an wirkt das T'rypsin auf die 
.Pepsinbindungen“ ein. 


Experimenteller Teil. 


Das Oxyhimoglobin wurde nach M. Heidelberger (4) dar- 
gestellt, fiir die Verdauung in 0,02 n. Soda aufgelést und der 
genaue Gehalt durch eine Kjeldahl-Bestimmung ermittelt. 
295 ccm dieser Lésung enthielten 2,0191 g Himoglobin-Stickstoff 
‘= 11,6 g Oxyhimoglobin). Das p,, dieser Liésung betrug 4,5. 
Sie wurde mit 20 ccm Trypsin-kinaselésung, die noch nach den 
Angaben von EK. Waldschmidt-Leitz und A. Harieneck (6) 
dargestellt waren und 20 Trypsin-einheiten enthielten, versetzt 
und bei 32° unter Toluol verdaut. Die einzelnen Bestimmungen 
des freien Aminostickstoffs wurden mit Proben von 3 ccm 
‘= 19,23 mg Hb—N) ausgefiihrt. Wir beniitzten die Methode von 
van Slyke und schiittelten 20 Minuten. Zur Priifung der Spalt- 
barkeit durch Pepsin dienten jeweils 50 ccm der Mischung. Sie 
wurden mit Salzsiure an der Gaskette auf p,, 2,0 eingestellt. 
Die Werte des freien Aminostickstofis wurden auf 3 ccm der 
Ausgangslésung umgerechnet. Die Ergebnisse der einzelnen Be- 
stimmungen sind in der nachfolgenden Tabelle enthalten. 


Try psin-Kinase-Verdauung. 


Amino-N 
Zeit 
Stadium | yinuten | gefunden Zuwachs 
mg mz 
I 0 1,327 0 
II 28 2,405 1,078 
Ill 101 2.949 1,622 
IV 143 $.231 1.904 
V 253 3,826 2.499 
VI 823 3,080 2,753 
VII 518 4,779 3,452 
VIil 10-8 6,641 5,314 
IX 24338 8,110 6,783 
X 2928 8,160 6,833 
XI 5583 10,000 8,673 
XII 10,000 8,673 
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K. Felix u. A. Lang, Wirkung von Pepsin-salzsiure u. Trypsin-kinase. 
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Pepsin-Salzsiure-Verdauung. 


Amino-N 
Stadium Zeit 
derTrypsin- in Stunden gefunden | Zuwachs 
verdauung mg | mg 
Il 0 2,405 0 
20 3,335 0,930 
68 3,541 1,136 
95 8,555 1,150 
lV 0 8,231 0 
18 4,088 | 0,857 
70 4,235 | 1,004 
Vi 0 4,080 0 
16 4,560 | 0,780 
79 5,030 0,950 
x 0 8,160 
48 8,600 0,440 
XI 0 10,000 0 
72 10,170 0,170 


Vollstindige Trypsin-Verdauung. 

100 cem einer Lésung, die in 10 ccm 41,05 mg Himoglobinstickstot 
und 6,90°, Aminostickstoff vom Gesamtstickstoff enthielt, gab nach 
8 Tagen einen Zuwachs von 23,627 mg Aminostickstoff = 57,56°, vom 
Gesamtstickstoff, Vom 8. auf den 9.Tag trat keine weitere Spaltung mehr ein. 


Pepsin-Verdauung. 


Dieselbe Ausgangslésung ergab einen Zuwachs von 2,832 mg Amine- 
stickstoff in 4 Tagen. Vom 4. auf den 5. Tag blieb der Wert konstant. 


Salzsiiure-Hydrolyse. 
Oxyhiimoglobin wurde 20 Stunden mit konzentrierter Salzsiure unte: 
RiickfluS gekocht, dann mit Wasser verdiinnt. 10 cem enthielten 8,72 mz 
Gesamtstickstoff und 7,386 mg Aminostickstoff. 
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Der EinfluB des Lebensalters auf die Absterbegeschwindigkeit 
von Skelettmuskeln. 


Von 
C.F. Failey und G. van Wagenen. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitat Frankfurt. ) 
(Der Redaktion zugeyangen am 2k. Juli 1929.) 


Seitdem gezeigt wurde, daB lebensfrischer Muskelbrei und 
MuskelpreBsaft die Fiahigkeit haben, unter der Kinwirkung von 
Natriumfluorid und bei Gegenwart ausreichender Glykogenmengen 
anorganische Phosphorsiiure in Hexosediphosphorsiiure umzuwan- 
deln, ist eine gréBere Reihe von Untersuchungen iiber die Ab- 
hingigkeit dieser Synthesefihigkeit von verschiedenen biologischen 
Bedingungen angestellt worden. 

Wir verzichten darauf, auf die Ergebnisse dieser Unter- 
suchungen naher einzugehen, zumal sie kiirzlich durch Kmbden!) 
zusammenfassend dargestellt worden sind. Doch sei erwiihnt, 
daB die Synthesefahigkeit nicht nur mit dem allmahlichen Absterben 
von Muskelbrei und unzerkleinerter Muskulatur mehr und mehr 
abnimmt, sondern ihre Verminderung auch eine charakteristische 
Teilerscheinung jeder stiirkeren Ermiidung ist, nur daB es sich 
bei der Ermiidung um eine unter geeigneten Bedingungen reversible, 
beim Absterben aber um eine irreversible Zustandsiinderung handelt, 

Wird bei Kaninchen die Muskulatur des einen Hinterschenkels 
tiglich wihrend 1—2 Wochen fiir einige Minuten durch elektrische 
Reizung in lebhafte Tatigkeit versetzt, so dubert sich der Erfolg 
dieses Trainings unter anderem darin, daB der aus der ,,trainierten“ 
Muskulatur gewonnene Brei sehr viel langsamer seine Synthese- 
lihigkeit verliert als der Brei aus dem gleichen, untrainierten 
Muskel der anderen Seite, worin das verlangsamte Absterben des 
leistungsfahigeren Muskels zum Ausdruck kommt.*) Noch andere 


1G. Embden, Kili. Wo. 1929, 8.913. Hier sieche auch weitere 
Literatur. 
*) Herbert Habs, Diese Zs. Bd. 171, 8. 40 (1927). 
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Anhaltspunkte konnten dafiir gewonnen werden, daB  hohere 
Dauerleistungsfihigkeit eiue Verlangsamung der Absterbevorgiinge 
bedingt. 

In der vorliegenden Arbeit wird der EinfluB des Lebens- 
alters auf die Absterbegeschwindigkeit von Muskeln untersucht. 
Solche Untersuchungen lagen von vornherein nahe, weil die 
muskulire Leistungsfihigkeit in charakteristischer Abhingigkeit 
vom Lebensalter steht, derart, daf sie mit der fortschreitenden 
Entwicklung des Tieres ein Maximum erreicht, von dem sie mit 
zunehmendem Alter allmiihlich wieder absinkt., 

Neuerlich von H. J. Deuticke?) ausgefiihite Untersuchungen 
haben gezeigt, daB entsprechend einer von vornherein gehegten 
Vermutung*) die Verminderung der Synthesefahigkeit verbunden 
ist mit charakteristischen Anderungen im kolloidalen Zustande 
der Muskelproteine. Diese an den KiweiBkérpern sich vollziehenden 
Kolloidvorgiinge sind als Anderungen der Lislichkeit unter be- 
stimmten ionalen Bedingungen nicht uur qualitativ, sondern auch 
quantitativ feststellbar, wobei der Parallelismus zwischen Ver- 
minderung der Synthesefihigkeit und Verinderung der Léslichkeit 
ein so weitgehender ist, daB an dem ursiichlichen Zusammenhang 
beider Vorgiinge kein Zweifel bestehen kann. Die vorliegende 
Untersuchung beschriinkt sich auf die Verfolgung des Verlaufes 
der Synthesefihigkeit beim Absterben der Muskulatur. 


Methodik. 


Die Untersuchungen wurden einerseits an miinnlichen Ratten ver- 
schiedenen Lebensalters angestellt, andererseits an der Muskulatur you 
Kiilbern und von ausgewachsenen Rindern. 

Fiir die Rattenversuche benutzten wir Tiere, die wir selbst unter 
Verabreichung eines vollwertigen Futters so sorgfiltig und gleichartig 
wie moglich aufzogen. Die Bestimmung der Kurve der Synthesefihigkeit 
wurde an Ratten vorgenommen, deren Lebensalter zwischen 21 und etwa 
500 ‘Tagen lag. 

Im einzelnen wurden diese Versuche folgendermaBen ausgefiilirt: 
Die Ratten wurden durch Dekapitation getétet, die Muskulatur  beider 
Hinterschenkel im ganzen mit der Schere abgetrennt, was etwa 4 Minuten 
dauerte. Das so gewonnene Material wurde wiihrend genau 5 Minuten auf einer 
von unten mit Eis gekiihlten Glasplatte mittels Schere zerkleinert und gut 


1!) H. J. Deuticke, XII. Internationaler PhysiologenkongreB, Stock- 
holm 1926, 

2) G. Embden u. H. Jost, Deutsche Med. Wochenschr. 1925, 8. 65: 
Dieselben, Diese Zs. Bd. 165, 8. 224 (1927); Siehe auch Embden, Hani: 
buch der Physiol. Bd. VIII, 8. 417 ff. (1925). 
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durchmischt, Alsdann wurde zur Bestimmung der anorganischen!) Phosphor- 
siure etwa 1 g Muskulatur in ein hohes mit Schliffdeckel versehenes Wiige- 
glischen eingefihrt, das vorher mit 6 ecm 4°/,iger Salzsiiure analytisch 
gewogen war. Die Muskulatur wurde zuniichst an die Gefiibwand oberhalb 
der Fliissigkeit angeklebt, durch Riickwiigung ihre Menge bestimmt, und 
alsdann der Muskelbrei griindlich mit der Siiure durchmischt. Zur Vollendung 
der EiweiBfaillung nach Schenck wurden alsdann 6 cem 5° ,ige Quecksilber- 
chloridlésung und 5 cem Wasser zugesetzt. 

Ferner wurde in bekannter Weise der B-Wert dadurch bestimmt, daB 
etwas weniger als 1g des Muskelbreis in ein‘mit 6cem 2° Natriumbi- 
carbonatlésung beschicktes Wiigegliischen eingebracht wurde. Nach Er- 
mittluug des Muskelgewichtes und Durchmischung der Muskulatur mit der 
Bicarbonatlésung blieb die Suspension wiihrend 2 Stunden bei 40° stehen. 
Nach dieser Zeit wurde der Versuch durch Zusatz von je 6 cem Salzsiure 
und Quecksilberchloridlésung in den eben angegebenen Konzentrationen 
unterbrochen. 

Drei andere, gleichartige Wiigegliischen enthielten je 6 cem einer 
2° Natriumbicarbonatlésung, welche in bezug auf Natriumfluorid 
1, normal war und auBberdem 0,4"/, Glykogen®) enthielt. An die Wand dieser 
Wigegliischen wurden je 1 g (+ 0,05 g) Muskulatur oberhalb der Fliissigkeit 
angeklebt und nunmehr das Wiigegliischen erneut gewogen. Es ist unbedingt 
notwendig, um streng vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, fiir die Synthese- 
versuche immer das gleiche Verhiltnis zwischen Muskelbrei und Fluorid- 
ldsung zu verwenden. In dem ersten der drei Gliischen wurde der Muskelbrei 
genau 30 Minuten nach dem Tode der Tiere in die Fliissigkeit versenkt 
und alsdann das Glischen wihrend 3 Stunden bei einer Teinperatur yon 
18° aufbewahrt. Die in diesen Ansiitzen gewonnenen Ergebnisse der Phosphor- 
siiurebestimmung sind in der Tab. 1 als .Sofortwerte“ bezeichnet. Das 
zweite der Réhrchen wurde 380 Minuten nach dem Tode des Tieres in Kis 
versenkt und bei 0° 3 Stunden autbewahrt. Munmehr wurde der Brei in 
die Fluoridlésung versenkt, gut durchgemischt und 3 Stunden bei 18° 
exponiert. Das dritte Réhrchen wurde genau so wie das zweite behandelr, 
nur daB die dreistiindige Aufbewahrung der Muskulatur nicht bei 0° sondern 
bei 18° erfolgte. 

Nach der Unterbrechung der Einzelversuche durch die Schenck- 
fillung blieben simtliche GefiBe iiber Nacht stehen. Die am niichsten 
Morgen gewonnenen Filtrate wurden mit gasformigem Schwefelwasserstoff 
entquecksilbert und rasch durch einen Luftstrom vom Schwefelwasserstoff 
befreit. Je 10 cem der so gewonnenen Fliissigkeit wurden abpipettiert und 


') Als anorganische Phosphorsiure ist im folgenden diejenige Phosphor- 
siiurefraktion bezeichnet, die nach linger andauernder Extraktion der Musku- 
latur bei stark saurer Reaktion als Strychnin-Phosphomolybdat bestimmbar 
ist. Bei dieser Art der Bestimmung wird in Wirklichkeit nicht nur die 
Orthophosphorsiiure, sondern auch die im Phosphokreatin vorhandene 
Phosphorsiiure bestimmt, was fiir die Deutung unserer Versuchsergebnisse 
aber gleichgiiltig ist. 

2) Fiir siimtliche Versuche dieser Reihe wurde das gleiche, von uns 
selbst aus Hundeleber nach vorheriger, reichlicher Rohrzuckerfiitterung 
dargestellte, sehr aschenarme Priiparat benutzt. 
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nach Neutralisation mit Ammoniak die anorganische Phosphorsiure als 
Strychnin-Phosphomolybdat gravimetrisch bestimmt. Fir die Bestimmung 
kamen die Tiegel Nr. A 1 der Berliner Porzellanmanufaktur zur Verwendung. 


Versuchsergebnisse. 


In der Tabelle I sind die Ergebnisse von 19 an Ratten aus. 
gefiihrten Versuchen zusammengestellt. Die Reihenfolge der Ver- 
suche entspricht dem Lebensalter der Tiere. Der erste Versuch 
wurde an 21 tagigen Tieren, der letzte an einem solchen, das etwa 
500 Tage alt war, ausgefiihrt. In der Vertikalreihe 4 sind die 
bald nach dem Tode der Tiere gewonnenen Phosphorsiurewerte 
(A-Werte) wiedergegeben, in Stab 5 diejenigen Werte, die unter 
der '/, Stunde nach dem Tode der Tiere beginnenden Kin- 
wirkung der Bicarbonat-Fluorid-Glykogenlésung erhalten wurden 
(Sofortwerte). Je gréBer der Unterschied zwischen den Kolonnen 
4 und 5 ist, um so stirker war die Synthesefihigkeit des 30 Mi- 
nuten nach dem Tode des Tieres in Fluoridglykogenlésung ver- 
brachten Muskelbreis. Man sieht aus einem Vergleich der Ko- 
lonnen 4 und 5, daB diese Synthesefahigkeit bei Verwendung ganz 
junger Tiere (siehe Versuche 1 bis 3) am geringsten ist, um nach 
100 ‘Tagen, zu einer Zeit, wo die Tiere wohl annihernd ibre gréBte 
Leistungsfihigkeit besitzen, ein Maximum zu erreichen. Ein 
Wiederabsinken der Synthesefihigkeit im héheren Lebensalter ist 
aus der Kolonne 5 nicht erkennbar. 

Nach 3stiindigem Aufbewahren des Muskelbreis bei 0° (Stab 6) 
ist die Synthesefiihigkeit iiberall gegeniiber der im Sofortversuch 
beobachteten stark verringert. Bei den ganz jungen Tieren (Ver- 
suche 1 bis 3) findet hierbei zum Teil nur eine ganz geringfiigige 
Verminderung des Phosphorsiiuregehaltes gegeniiber dem A-Wert 
statt. In den Versuchen 15 und 16, die an iiber 300 Tage alten 
Tieren angestellt wurden, scheint beim Vergleich mit den an etwas 
jiingeren ‘Tieren gewonnenen Ergebnissen eine Verringerung 
der Synthesefihigkeit eingetreten zu sein, doch konnte dieses Er- 
gebnis in Versuch 19 nicht bestitigt werden. Allerdings wurde 
der Versuch an einer Ratte unbekannter Herkunft vorgenommen, 
deren Alter nur schitzungsweise ermittelt werden konnte. 

Erfolgte die Aufbewahrung des Muskelbreis vor der Ver- 
senkung in Fluoridlésung statt bei 0° bei 18°, so trat dadurch 
iiberall eine erhebliche, weitere Verminderung der Synthesefahig- 
keit ein. In den drei Versuchen, die an Tieren in einem Alter 
bis zu 40 Tagen ausgefiihrt wurden, ergibt ein Vergleich der 
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Tabell: 


Versuche a; 


1 2 3 4 5 


Rint 


kul 


A 
be 


Phosphorsiiurewerte nach 
und 1928 | Nach 
Bereichnung Muskulatur Sofortwert | bei 0° 
20 junger Stier 13, XI. 0,353 0,177 0,240 
21 Kuh 13. XI. 0,221 0,058 0,062 
22 Kuh 15. Ki. 0,255 0,094 0,099 
23 Kalb 9 14. XI. 0,289 0,121 0,243 
24 Kalb 14. 0,266 0,132 0,271 
25 Kalb 3 15. XI. 0,299 0,115 | 0,191 


Kolonne 7 mit dem A-Wert iiberhaupt kein Verschwinden, sondern 
im Gegenteil eine Vermehrung der Phosphorsiure. An A4lteren 
Tieren vorgenommene Versuche (leider fiihrten wir mit dieser 
Anordnung keine Versuche an Ratten, die in einem Lebensalter 
zwischen 40 und 90 Tagen waren, aus), zeigten bis zu einem Alter 
der Tiere von etwa 300 Tagen (Versuch 14) iiberall auch nach 
3stiindiger Alterung des Breis bei 18° deutliche Verminderung 
der Phosphorsiure gegeniiber dem A-Wert. Bei allen itiber 
300 Tage alten Tieren ist demgegeniiber der nach vorheriger 3 stiin- 
diger Alterung bei 15° in Fluoridlésung erhaltene Endwert nicht 
merklich geringer, meist sogar gréBer als der A-Wert (Versuche 
15 bis 19). Hier nach der Alterung unter den ungiinstigsten 
Bedingungen kommt also die Vermehrung der Absterbegeschwindig- 
keit im héheren Lebensalter aufs deutlichste zum Ausdruck. 

In der Reihe 9 ist der Trockensubstanzgehalt der Muskulatur 
angegeben. Man sieht, daB derselbe mit einigen Unterbrechungen 
allmiihlich zu einem Maximum ansteigt, nur in Versuch 19, in 
einer Bestimmung, die an einer etwa 500 tigigen Ratte vor- 
genommen wurde, scheint ein Wiederabsinken des ‘T'rockengehaltes 
erfolgt zu sein. Die Gewichte der verwandten Tiere gehen aus 
Stab 10 hervor. Die Gewichtsangaben fiir die 4 jiingsten Tiere 
sind Mittelwerte, da hier fiir jeden einzelnen Versuch mehrere 
Tiere verwandt werden muBten. 

In Tabelle II ist das Ergebnis einer Reihe von vergleichenden 
Untersuchungen an der Muskulatur von Rindern verschiedenen 
Lebensalters zusammengestellt. 
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belle 


Rj 


n dern. 


| 
nach bung der Fluoridlésung als H,PO, in °,, Trocken- 
B-Wert als 
kulat substanz in 
th 6 stig Alterung Nach 3stiindiger Nach6stiindiger | H,PO, in °/, der 
00 eco | Alterung Alterung Muskulatur 
bei bet 307] 
24() 0,255 | 0,284 | 0,294 0,453 23,0 
162 0,109 | 0,114 | 0,150 0,379 24,0 
99 0,122 | 0,161 0,187 0,279 24,2 
43 0,324 | 0,331 | 0,357 0,313 21,9 
71 0,304 | 0,333 | 0,361 0,337 21,5 
91 0,255 | 0,23 t 0,371 0,355 20,3 
| 
mM In allen Fiillen wurde so rasch wie mdglich, nie spiiter als 20 Minuten 
. nach der Sehlachtung, der obertliichliche Wadenmuskel eines Vorderbeines 
en 
; entnommen. Aus diesem Muskel wurde ein diinnes Stiick von etwa 50 g 
herausgeschnitten und in einem von auBen mit Kis gekiihlten GlasgefiB 
fer schnell ins Institut gebracht. Etwa 7 g wurden wiihrend 8 Minuten auf 
ier einer eisgekiihlten Glasplatte zerschnitten, alsdann Portionen von je 1 g 
ch ‘+ 0,05) in der bei den Rattenversuchen beschriebenen Weise an die Wand 
n der mit den verschiedenen Fliissigkeiten vorgewogenen Wiigegliischen an- 
ve geklebt und die zweite analytische Wigung vorgenommen. 75 Minuten 
oo nach dem ode der Tiere wurden der A-Versuch, der B-Versuch und der 
erste Syntheseversuch durch Versenken in die verschiedenen, be- 
sht schriebenen Fliissigkeiten angesetzt. 
he Andere Portionen vom gleichen Gewichte verblieben vor dem Ansatze 
- des Syntheseversuches je 6 Stunden bei 0°, 18° und 30% Bei letzterer 
s Temperatur alterte ein weiterer Ansatz vor der Versenkung in die Fluorid- 
Ig lisung fiir nur 3 Stunden. Der eigentliche Syntheseversuch wurde ganz in 
der oben geschilderten Weise ausgefihrt. 
ur Von den 6 Versuchen der T'abelle II wurden zwei (Versuche 
en 21 und 22) an véllig ausgewachsenen Kiihen vorgenommen. In 
I Versuch 21 betrug die Menge der im A-Versuch bestimmten 
or Phosphorsiiure (Spalte 3) 0,221°/,. Sie sank in dem sofort an- 
tes gesetzten Syntheseversuch (Spalte 4) auf 0,058°/, ab. 6 stiindiges 
US Aufbewahren bei 0° fiihrte kaum eine Verminderung des Synthese- 
re vermégens herbei (Spalte 5). Demgegeniiber sinkt in dem nach 
re fistiindiger Alterung bei 18° vorgenommenen Syntheseversuch 
die Phosphorsiure nur auf 0,109°/, herab, und in den nach drei- 
en stiindiger (Spalte 7) und nach 6 stiindiger (Spalte 8) Aufbewahrung 
en bel 80° vorgenommenen Fluoridversuchen sind die Phosphor- 


siurewerte noch hodher. Immerhin zeigt die Muskulatur auch 


: 
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nach Alterung unter den ungiinstigsten Bedingungen (Spalte 8) 
noch ein betrichtliches Synthesevermégen. Ganz ihnlich verlie; 
der ebenfalls an einer ausgewachsenen Kuh vorgenommene 
Versuch 22. Im _ ,,Sofort“versuch sinkt die Phosphorsiure voy 
einem Ausgangswerte von 0,255°/, auf 0,094°/, ab, einen Wert, 
der auch nach 6stiindiger Aufbewahrung bei 0° noch beinahe 
erreicht wird. 6stiindige Alterung bei 18°, 3- und 6stiindige 
bei 30° fiihren auch hier zu einer fortschreitenden Verminderung 
der Synthesefahigkeit, aber ebenso wie im Versuch 21 bleibt das 
synthetische Verschwinden von Phosphorsiure selbst nach 6 stiindiger 
Alterung bei 30° nicht aus. 

In den an Kilbern verschiedenen Geschlechts ausgefiihrten 
Versuchen 23 bis 25 war der im ,,Sofort“versuch erhaltene Endwert 
tiberall merklich héher als in jenen an Kiihen. Fiir die Beurteilung 
dieser Versuche muB natiirlich beriicksichtigt werden, daB von 
der Gewinnung der Muskulatur bis zu ihrer Versenkung in die 
Fluoridlésung immerhin 75 Minuten verstrichen waren, so dab 
gerade so wie bei den Ratten auch die ,,Sofort“versuche an bereits 
gealtertem Material ausgefiihrt wurden. 

DaB die Verminderung der Synthesefihigkeit im Muskelbre: 
von Kilbern weitaus rascher fortschreitet als in demjenigen von 
Rindern, geht schon aus den Angaben der Spalte 5 hervor. 
Wihrend nimlich in den Versuchen an Kiihen nach 6 stiindiger 
Aufbewahrung bei 0° kaum eine Abnahme der Synthesefahigkeit 
eingetreten war, ist diese in den 3 Versuchen an Kiilbern sehr 
betriichtlich, ja, in Versuch 24 liegt der nach der Fluoridbehandlung 
beobachtete Endwert schon etwas iiber dem A-Wert, und_nacli 
6 stiindigem Aufbewahren bei 18° trat nur in Versuch 25 ein 
geringes Verschwinden von Phosphorsiure ein, wihrend bei dex 
anderen eine deutliche Vermehrung erfolgte. 6 stiindiges Aut- 
bewahren bei 30° fiihrte in simtlichen an der Kalbsmuskulatur 
vorgenommenen Versuchen zu volliger Vernichtung der Synthese- 
faihigkeit, ganz im Gegensatz zum Verhalten der Muskulatur 
ilterer Rinder. 

Das zu Versuch 20 benutzte Tier war ein junger, noch nicht 
ausgewachsener Stier, und die an seiner Muskulatur gewonnene. 
Ergebnisse nehmen dementsprechend eine Mittelstellung zwischen 
den an Kilbern und an ausgewachsenen Kihen erhaltenen ei. 
Von einem auffillig hohem A-Wert (0,353°/,) sinkt der Phos- 
phorsiuregehalt im Sofortversuch auf 0,177°/, ab. 6 stiindiges 
Aufbewahren bei 0° fiihrt eine wesentlich gréBere Verminderuns 
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der Synthesefahigkeit herbei als in den entsprechenden Versuchen 
an Kithen, doch bleibt unter Beriicksichtigung des viel héheren 
A-Wertes die Synthesefihigkeit besser als in den Kilberversuchen 
erhalten, und nach 6stiindiger Aufbewahrung bei 18° ist kaum eine 
weitere Verminderung derselben eingetreten. Auch nach 6 stiindiger 
Aufbewahrung bei 30° syn- 


thetisierte die Muskulatur soo ar Kalb 

des jungen Stieres noch / 

sehr deutlich. 280} / 
Zum Vergleich der / 


simtlichen, an dlteren Tie- 260 
ren vorgenommenen Ver- 
suche mit siimtlichen an 
Kilbern ausgefiihrten setz- 

ten wir die im sofort an- 
gestellten Syntheseversuch 
erhaltenen Endwerte  will- 
kiirlich gleich 100 und die 
nach der Alterung unter 
verschiedenen Bedingungen 
bei der Fluorideinwirkung 
erhaltenen KEndwerte wur- 
den auf diese Zahl bezogen. 
Aus den drei ersten, an 
ilteren Tieren vorgenom- 
menen Ergebnissen_ einer- 
seits und aus den drei letzten, 
an Kilbern erhaltenen Re- 
sultaten andererseits wurde 
das arithmetische Mittel 
errechnet. 


Das Ergebnis dieser Be 2 = 6stiindize Alterung bei 18° 
rechnung ist in der Figur 3 = B3stiindige Alterung bei 30° 


‘ 4=b6sttindige Alterung bei 30° 
graphisch dargestellt, wobel Abnahme der Synthesefahigkeit nach dem Altern 


die Kurve fiir die Rinder der "nn unter 
ausgezogen, die fiir die Kal- 
ber gestrichelt wiedergegeben wurde. Bei dieser Darstellung tritt 
die nach der Synthesefihigkeit beurteilte gréBere Absterbegeschwin- 
digkeit der Kalbsmuskulatur aufs deutlichste in Erscheinung. 

In friiheren Untersuchungen, namentlich in einer anfangs 
erwihnten Arbeit von H. Habs konnte gezeigt werden, daB ge- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXIV, 15 
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steigerter Leistungsfihigkeit eine verlangsamte Abnahme der 
Synthesefiihigkeit entspricht. Auf Grund der an ausgewachsenen 
Rindern und an Kilbern erhaltenen Versuchsergebnisse  er- 
scheint demnach die geringere Leistungsfahigkeit der Kalbs. 
muskulatur ohne weiteres verstindlich, wihrend friiher von Hotta! 
im hiesigen Institut ausgefiihrte vergleichende Untersuchungen 
iiber den Restphosphorsiure- und Cholesteringehalt des gleichen 
Muskels yon Kilbern und ausgewachsenen Rindern ein derartiges 
Verstiindnis nicht vermitteln konnten. 


Zusammenfassung. 


1. Entsprechend friiher an der Muskulatur anderer Tierarten 
gemachten Erfahrungen nimmt auch die Fahigkeit des Ratten- 
muskelbreis zur Synthese von Hexosediphosphorsiure beim Aut: 
bewahren ab. Vergleicht man die Ergebnisse der bald nach dem 
Tode angestellten Versuche mit denen, die nach 3stiindiger Alte- 
rung bei 0° und bei 18° erhalten wurden, so stellt man eine 
Yerminderung der Synthesefihigkeit fest, die iiberall nach der 
Alterung bei der h6heren Temperatur betrichtlicher ist. 

2. Vergleicht man die Muskulatur von Ratten verschiedenen 
Lebensalters, so sieht man, daB die Synthesefaihigkeit des Muskel- 
breis durch kurzdauernde Alterung am stirksten bei den jiingsten 
Tieren beeintriichtigt wird. 

Mit zunehmendem Lebensalter der Versuchstiere wirkt eine 
derartige Alterung immer weniger auf die Synthesefihigkeit ein, 
bis ein Maximum der Lebensziihigkeit bei einem Alter der Ratten 
von etwa 300 Tagen erreicht wird. Muskulatur von ieren, die 
dieses Alter tiberschritten haben, nihert sich in ihrem Verhalten 
wieder demjenigen der jungen ‘Tiere. 

3. Den an Ratten gewonnenen Resultaten entsprechende 
wtrden bei vergleichenden Versuchen an Kalbern und an aus- 
gewachsenen Rindern erhalten. Hierbei wurde festgestellt, dab 
die Synthesefihigkeit von Brei aus Kalbsmuskulatur unter gleichen 
Aufbewahrungsbedingungen sehr viel rascher abnimmt als bei 
Verwendung des gleichen Muskels von ausgewachsenen Tieren. 

4. Die verschiedene muskuliire Leistungsfihigkeit in ver- 
schiedenen Lebensaltern findet demnach in den Ergebnissen un- 
serer Syntheseversuche ihren Ausdruck. 


') K. Hotta, Diese Zs, Bd. 125, S. 220 (1923). 
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»Cadechol” und ,,Camphochol™. 
Von 
Heinrich Rheinboldt, Otto Konig und Else Flume. 


Mit 1 Figur im Text. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Bonn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. August 192%.) 


Wihrend Desoxycholsiure ©,,H,,O, und Apocholsiure 


(,,H,,0, mach den bisherigen Eriahrungen') stets Molekiil- 


verbindungen iibereinstimmender Zusammensetzung bilden, findet 
sich in der Literatur eine einzige Ausnahme bei den unter den 
Bezeichnungen ,,Cadechol“*) und ,Camphochol*?) in die 
Therapie cingefiihrten Verbindungen der beiden Gallensiuren mit 
Campher. Wiahrend die von Wieland‘) dargestellte Campher- 
Desoxycholsiiure (Camphercholeinsiiure ,,Cadechol*) die Zusammen- 
setzung 1C,,H,,0, 2C,,H,,O, besitzt, fand boedecker®) — unter 
Hervorhebung des Gegensatzes®) — fiir die Campher-Apochol- 
(,,Camphochol“) das Molekularverhiltnis 1:1. Wir haben 
(uher die beiden Verbindungen genauer untersucht, mit dem 
cebnis, daB auch in diesem Falle vollkommene Ubereinstimmung 
in der Zusammensetzung der Molekiilverbindungen der beiden 
Gallensiuren besteht. Je nach den Versuchsbedingungen resul- 


: . HH. Wieland u. H. Sorge, Diese Zs. Bd. 97, S. 6 (1916); Chem. 
Zbl. 1917, I. 61. — Fr. Boedecker, Chem. Ber. Bd. 58, 8. 1852 (1920); 
Chem. Zbl. 1920, III. 930. — H. Rheinboldt, Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 451, S. 256 (1927); Chem. Zol. 1927, I. 1569. — H. Rheinboldt, 
Diese Zs. Bd. 180, S. 180 (1929); Chem Zbl. 1929, I. 2060. 

C. H. Boehringer Senn, Nieder-Ingelheim. 

5) J. D. Riedel, A.-G., Berlin-Britz. 

*) Ullmann, Enzyklopiidie (1. Aufl.) Bd. 12, 8. 430. — I. Messner, 
Z. Ang. Bd. 35, S. 635 (1922). 

°) Fr. Boedecker, Chem. Ber. Bd. 53, S. 1860 (1920), 

,,Gegeniiber Campher iiuBert also die Apocholsiure ein stiirkeres 
Additionsvermégen als die Desoxycholsiiure, von der 2 Mol nétig sind, um 
1 Mol Campher zu binden“, a. a. O. 1854. 
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tieren mit Desoxycholsiure wie mit Apocholsiure Campher. 
Molekiilverbindungen im Molekularverhiltnis 1:1 oder im Ver. 
hiltnis 1:2. 

Aus den Zustandsdiagrammen, die wir mittels unserer ,,Auftau- 
Schmelzmethode“!) aufgenommen haben, ergibt sich fir beide 
Systeme das Vorliegen einer einzigen Verbindung der Zusammen. 
setzung 1:1. 


— Gew Froz.Desoxycholsaure —~ 


0 20 3 40 50 00 80 GH 2 3% 40 H 


Auf priparativem Wege, durch gemeinsame Krystallisation 
der Komponenten aus nicht zu konzentrierter alkoholischer Liésung 
und Umkrystallisieren aus absolutem Alkohol, erhilt man dagegen 
in beiden Fillen Molekiilverbindungen der Zusammensetzung | : 2. 
Dasselbe Molekularverhiltnis besitzen die Verbindungen, weu 
man die Gallensiituren nach der von Wieland?) angewandten 
Methode in einem UberschuB geschmolzenen Camphers ldst uni 
nach dem Erstarren der Schmelzen das gepulverte Material mi 
Petrolither extrahiert. Krystallisiert man die Molekilverbindunge: 
der Zusammensetzung 1:2 unter Zusatz von Campher aus 2b: 
solutem Alkohol um, so resultieren in beiden Fallen Verbindunge: 
der Molekularzusammensetzung 1:1. Diese gehen bei erneutem 
Umkrystallisieren aus absolutem Alkohol unter Verlust von Cau: 
pher wieder in Verbindungen der Zusammensetzung 1:2 iiber. 

Ks existieren also zwischen Desoxycholsiure bzw. Apocho: 


') H. Rheinboldt, Mariette Kircheisen u. K. Hennig, Jl. ful 


prakt. Chem. [2] Bd. 111, S. 242 (1925); Bd. 112, S. 187 (1926); Bd. 11° 
S. 199 u. 348 (1926); Chem. Zbl. 1926, I. S. 2069, 2873; 1926, II. S. 1113, 2031 
2) Diese Zs. Bd. 97, 8. 7 (1916). 
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siure und Campher je zwei Molekiilverbindungen der Zusammen- 
setzung 1:1 und 1:2. Bemerkenswert ist, daB beide Verbindungen 
denselben Schmelzpunkt aufweisen. 

Die heute in den Verkehr gebrachten Priiparate von ,,Cade- 
chol* und ,,Camphochol“ besitzen beide iiquimolekulare Zu- 
sammensetzung.?) 


Beschreibung der Versuche. 
1. ,Auftau-Schmelz-Diagramm“ von Desoxycholsaure und Campher. 


Das Diagramm ist charakterisiert durch ein ausgesprochenes 
Maximum der Schmelzpunktskurve, die sich aus drei Asten zu- 
sammensetzt. Der Verlauf der Auttaukurve weist auf eine Ver- 
bindung der Zusammensetzung 1:1 (72,1 Gew.-Proz. Desoxychol- 
siure) hin; fiir die Existenz einer Verbindung der Zusammensetzung 
1:2 (83,8 Gew.-Proz. Desoxycholsiure) liegen keine Anzeichen vor. 
Das Maximum der Schmelzpunktskurve bei 179° stimmt iberein 
mit dem Schmelzpunkt der priparativ dargestellten Verbindung. 
Die beiden eutektischen Punkte legen bei etwa 25 bzw. 98 
izew.-Proz. Desoxycholsiiure und 153,5 bzw. 164°. 


-Proz. 
pxychol- 


pup. °C 
pelzp.°C 


0,0 
176,0 
176,5 


10,1/ 18,0 
153,5/153,5 
168,0 161,0 


30,4| 40,0 
153,0/153,0 
161,5,168,5 


51,4, 65,0 
153,5 157,0 
174,5 178,0 


| | | | 


10,0) 76,3 81,2! 84,8 


168,0 164,0 164,0 164,0 
178,5 178,5 176,5/174,0 


| 
90,3 
164,0 


171,0 


94,7 
164,0 
168,0 


Der Campher wurde durch Sublimation und Umkrystallisieren aus 
absolutem Alkohol gereinigt. Die Desoxycholsiiure wurde im Hochvakuum 
bei etwa 140° getrocknet. Die Substanzgemische wurden in verschlossenen 
Rohrehen vorsichtig angeschmolzen und unmittelbar nach dem Erstarren 
zepulvert. Aufraupunkt und Schmelzpunkt wurden in getrennten Proben 
erinittelt. 


B »Auftau-Schmelz-Diagramm“ von Apocholsaure und Campher. 


Das Zustandsdiagramm dieses biniiren Systems gleicht dem 
vorigen. Das Maximum der Schmelzpunktskurve bei 179,5° 
stimmt iiberein mit dem Schmelzpunkt der von Boedecker dar- 


cestellten Verbindung der Zusammensetzung 1:1. Der Verlauf 


) Nach Mitteilung der Herstellerfirma besitzt ,,Cadechol* seit 1923 
ie Zasammensetzung 1:1. In den ,,Schmelzpunktstabellen zur organischen 
Molekular-Analyse von Kempf u. Kutter (1928) wird S. 434 noch die 
4isammensetzung 1:2 angegeben. 
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der Auftaukurve weist scharf auf diese Verbindung hin (72,0 Gew. 


Proz. Apocholsiure); eine Verbindung der Zusammensetzung 1 :? a 
(83,7 Gew.-Proz. Apocholsiiure) wird nicht angezeigt. Die beide: 
eutektischen Punkte legen bei 19 bzw. 98 Gew.-Proz. Apochiol. 
siure und 154 bzw. 162°. 5 
Ve 
Gew.-Proz. | | | 
Apochol- | | | D 
0,0} 9,5) 16,4] 22,4 27,7 39,6} 50,4 59,8! 70,9] 75,9 18,7) 94.9) 
Auftaup. °C]176,0]154,5)154,0 154,0/154,0 162,0 162.0) 1629) 
Schmelzp °C}176,5 169,0 160,0 162,0 166,0 172,5 177,5|179,0/179,5 178,5/177,0 172,0| 169.0. 

Die Apocholsiiure wurde bei 2 mm und 140° getrocknet. Die Durch. Sc 
fiihrung der Untersuchung erfolgte wie bei dem ersten System. 

Die reinen Priiparate von Desoxycholsiiure und Apocholsiiure verdanken 
wir der Liebenswiirdigkeit von Herrn Direktor Dr. Fr. Boedecker, wofiir 
wir ihm auch an dieser Stelle unseren verbindlichsten Dank aussprechen. Al 

3. Darstellung der Molekiilverbindungen von Campher 46S 

mit Desoxycholsdure aus alkoholischer Losung. val 

Bervchnel fiir das Aquivalent der Verbinduny: 4 

Cr ddan . . . . . §44.5 
2 . . . . . 465,4 . 

0,5 g Campher wurden mit 4 g Desoxycholsiiure aus 10 cen De. 
heiBem absolutem Alkohol zur Krystallisation gebracht. De: aie 
Schmelzpunkt des Rohproduktes, der sich durch Umkrystallisiere: By, i¢ 
nicht verinderte, lag bei 179—1S0° (Sintern bei 177,5°). wnt 

0,3698 g Substanz verbrauchten 7,84 cem n/10-Ba(OH),. Aquivalen Im 
471,7. — 0,3831 g Substanz verbrauchten 8,21 cem n/10-Ba(OH),. Aqui: 
valent: 466,6. 407. 

1,5 g Campher und 4,5 g EKisessig-Desoxycholsiure wurde: vale: 
in 10 ccm absol. Alkohol gelést. Schmelzpunkt des Rohprodukie: Aqu 
178,5—179,5° (Sintern bei 177°. Nach dem Umkrystallisiere: § 5 
lag der Schmelzpunkt bei 179—180°. 

0.2732 g Substanz verbrauchten 5,86 cem n/10-Ba(OH),. Aqui 
valent: 466,2. — 0,238 g Substanz verbrauchten 6,94 cem n/10-Ba(OH. 
Aquivalent: 466,6. 

Es wurden angewandt 1,5 g Campher, 4 g Desoxycholsiiu: 
und 12 cem Alkohol. Schmelzp. 175—179° (Sintern bei 176 

0,5980 g Substanz verbrauchten 12,80 cem n/10-Ba(OH),. Aquivalent prod 
467,2. — 0,6127 g Substanz verbrauchten 13,10 cem n 10-Ba(OH),. Aqu 

178 


valent: 467,7. 
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3g dieses Produktes wurden unter Zusatz von 2 ¢ Campher 
aus 10 ccm absolutem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 178,5 bis 
179,5° 

0,5494 Substanz verbrauchten 10,12 ccin n/10 Ba(OH),. Aquivalent: 
542.9. — 0,4630 g Substanz verbrauchten 8,48 cem n/10-Ba(OH),.  Aqui- 
yalent: 546,0. 

Darstellung der Molekiilverbindung aus 2 g Campher, 5,8 g 
Desoxycholsiiture und 18 ccm Alkohol. Schmelzp. 178—179°. 

0,2553 g Substanz verbrauchten 5,46 cem n/10-Ba(OH),. Aquivalent: 467,6. 

3.5 g dieser Verbindung wurden unter Zusatz von 2,2 g 
Campher aus 10 ccm heiBem absolutem Alkohol umkrystallisiert ; 
Schmelzp. 178,5-—179,5°. 

0,1658 g Substanz verbrauchten 3,07 cem n/10-Ba(OH),. Aquivalent: 540,1. 

2,5 dieser Molekiilverbindung wurden aus 6 ccm absolutem 
Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 17S—179°. 


0,2301 g Substanz verbrauchten 4,91 cem n/10-Ba(OH),. Aquivalent: 
48,6. — 0,2773 g Substanz verbrauchten 5,94 cem n/10-Ba(OH),. Aqui- 
valent: 466,8. 


4. Darstellung der Campher-Desoxycholsaure durch Verschmelzen 
der Komponenten. 


In 2g geschmolzenen Campher wurden nach und nach 8 g 
Desoxycholsiure eingetragen. Die nach dem Erkalten durch- 
sichtige gelbe Masse wurde im Morser zerrieben, etwa eine Stunde 
mit Petrolither erwirmt und 24 Stunden bei Raumtemperatur 
unter Petrolither stehengelassen. Darauf wurde das Produkt 
im Vakuum iiber A-Kohle getrocknet. 


0,3169 g Substanz verbrauchten 6,78 ecm n/10-Ba(OH),. Aquivalent: 
4674. — 0,8118 g Substanz verbrauchten 6,68 cem n/10-Ba(OH),. Aqui- 
valent: 466,8. — 0,2789 g Substanz verbrauchten 5,98 cem n/10-Ba(OH),. 
Aquivalent: 466,4. 


5. Darstellung der Molekilverbindungen von Campher mit 
Apocholsaure aus alkoholischer Losung. 

Berechnet fiir das Aquivalent der Verbindung: 

CMO GEO ..... S422 

1,5 g Campher wurden mit 4 g Apocholsiure in 10 com 
ieiBem absolutem Alkohol gelést. Der Schmelzpunkt des Roh- 
produktes lag bei 176—178°, nach dem Umkrystallisieren bei 
178° (Sintern bei 176°). 
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0,3237 g Substanz verbrauchten 6,94 cem n/10-Ba(OH),. Aquivalent, 
466,4. — 0,4548 g Substanz verbrauchten 9,74 cem n/10-Ba(OH,. Aqui- 
valent 466,9. 

Darstellung aus 1,5 g Campher, 5,5 g Eisessig-Apocholsiure 
und 12 ccm Alkohol. Schmelzp. 175—177° Nach dem Um- 
krystallisieren von 1,7 g des Rohproduktes aus 3 ccm absolutem 
Alkohol stieg der Schmelzpunkt auf 178—179°. 

0,3048 g Substanz verbrauchten 6,56 cem n/10-Ba(OF),. A quivalent: 
464,6. — 0,3966 g Substanz verbrauchten 8,48 ccm n/10-Ba(OH),. Aqui- 
valent: 467,7. 

Angewandt wurden 1,5 g Campher, 4 g Apocholsdéure und 
12 ccm Alkohol. Schmelzp. 176—177,5°. 

0,6158 g Substanz verbrauchten 13,17 ecm n/10-Ba(OH),. Aquivalent: 
467,6. — 0,5790 g Substanz verbrauchten 12,33 cem n/10-Ba(OH).. Aqui- 
valent: 469,6. 

1,8 ¢ dieses Produktes wurden unter Zusatz von 1,2 g Campher 
aus 6 ccm absolutem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 176.5 
bis 177,5°. 

0,3768 g Substanz verbrauchten 6,94 cem n/10-Ba(OH),. Aquivalent: 
542.9. — 0,4338 g Substanz verbrauchten 8,02 cem n/10-Ba(OH),. Aqui- 
valent: 540,9. 


6. Darstellung der Campher-Apocholsaure durch Verschmelzen 
der Komponenten. 


2 g Campher wurden im Paraffinbad bei 180—190° mit 8 ¢g 
Apocholsiure verschmolzen. Nach dem Erkalten wurde das 
durchsichtige gelbe Produkt im Morser zerrieben und 6fters mit 
warmem Petrolither ausgezogen. 

0,3612 g Substanz verbrauchten 7,69 ecm n/10-Ba(OH),. Aquivalent: 
469,7. — 0,3794 g Substanz verbrauchten 8,12 cem n/10-Ba(OH),.  Aqui- 
valent: 467,2. — 0,3304 g Substanz verbrauchten 7,01 ccm n/10-Ba(OH),. 
Aquivalent: 471,3. — 0,2698 g Substanz verbrauchten 5,77 cem n/10-Ba(OH),. 
Aquivalent: 467,6. 
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Uber die Hydrolyse von Wolle durch Natriumsulfid. 
IL, Mitteilung. 
Von 
William Kiister ;; und Wilhelm Irion. 


Mit 2 Figuren im Text. 


‘Aus dem Laboratorum fiir organische und pharmazeutische Chemie der Technischen Hochschule 
Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. August 1929.) 


Einleitung. 


Die von W. Kiister, W. Kumpf und W. Koppel!) veréffent- 
lichten Versuche hatten die eigentiimliche Lésungswirkung von 
Natriumsulfid auf Keratin zum Gegenstand. Bei der an Wolle 
durchgefiihrten Hydrolyse wurde festgestellt, daB unter Ammoniak- 
abspaltung dialysable Spaltprodukte entstehen und unter den nicht- 
dialysablen ein durch Kisessig faillbarer, stark saurer Eiweibkérper 
auftritt, dessen saure Kigenschaften mit zunehmender Dauer der 
Hydrolyse zunehmen, bis schlieBlich ein Kérper von konstanter 
Zusammensetzung entsteht, der einem weiteren Angriff des Natrium- 
sulfids nicht mehr zugiinglich ist. Dieser Kérper wurde durch 
wiederholte Einwirkung von Natriumsulfid auf den nach einstiindiger 
Hydrolyse von Wolle mit der 20fachen Menge 3°/,iger Natrium- 
sulfidlésung erhaltenen Eisessigniederschlag im stufenweisen Abbau 
gewonnen, konnte aber auch nach ununterbrochener 125stiindiger 
Hydrolyse der Wolle mit dieser Lésung erhalten werden und zeigte 
einen N-Gehalt von 12,8°/,, welcher bei weiterer Kinwirkung von 
Natriumsulfid nicht mehr abnahm. Beim Vergleich der Analysen 
von Wolle und Kisessigniederschlag nach van Slyke fiel es nun 
auf, daB ein betriichtlicher Teil des in der Wolle vorhandenen 
Histidins im Kisessigniederschlag nicht mehr nachgewiesen werden 
kann. Daraus ergab sich der SchluB, daB die basischen Bestand- 
teile der Wolle in erster Linie dem Angriff des Natriumsulfids 


1) Diese Zs. Bd. 171, S. 114 (1927). 
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zugiinglich sind und ihm erliegen, daB also, bei Annahme yop 
zwei verschiedenen Bestandteilen der Wolle, der zuerst in Lisung 
gehende reicher an basischen Teilen ist. Aus dieser Feststellun: 
erwuchs uns die Aufgabe, die Ursache der Histidinabspaltung 
niher zu untersuchen und nachzuweisen, aus welchen Bestand. 
teilen das bei der Hydrolyse entstehende Ammoniak stammt, 
Wir stellten uns den Hisessigniederschlag unter den an genannter 
Stelle gewihlten Bedingungen wieder her — die Wolle war aller. 
dings wohl anderer Herkunft — muBten jedoch die Beobachtung 
machen, daB der Niederschlag einen bedeutend hdheren N-Gehalt 
hatte, als der oben beschriebene und erhielten den EKindruck, dat 
solche Hydrolysen nicht jedesmal ganz gleichartig verlaufen, ds 
sich ohne Zweifel zwischen den vermutlich sehr verschiedenartigen 
und komplizierten Spaltprodukten nachtriglich alle méglichen 
Reaktionen vollziehen kénnen. 

Zuniichst schien es uns angebracht, die Bestimmung der 
Hexonbasen nach van Slyke durch die Silber-Baryt-Methode 
von Kossel nachzupriifen. Die dabei erhaltenen Werte zeigten 
zwar gegeniiber den nach van Slyke ermittelten eine bedeutende 
Abweichung, doch konnte auch hier festgestellt werden, dab der 
Eisessigniederschlag histidiniirmer ist als die Wolle. In der Voraus- 
setzung, dali diese Analysen die tatsiichlichen Verhiltnisse richtig 
wiedergeben, machten wir uns an die Autklirung des Abbaues. 
Da es sich nun als sehr schwierig erwies, in den einzelnen Teile: 
des Dialysensystems direkt zu ermitteln, ob das Histidin bei der 
Hydrolyse nur abgespalten oder auch aufgespalten wird, suchten 
wir diese Frage dadurch zu entscheiden, daB wir die Kinwirkung 
von Natriumsulfid auf Histidin selbst oder aut Histidinpeptice 
studierten. Im Hinblick auf die allgemeinen Kigenschaften des 
Histidins war ja vorauszusehen, daB dabei keine Ammoniak- 
abspaltung stattfindet; es lag nun noch der Gedanke nahe, da! 
vielleicht bei einer bestimmten Eingliederung dieser Aminosiiure 
in das KiweiBmolekiil Ammoniakabspaltung erfolgt. Histidylhistidi 
spaltet jedoch auch kein Ammoniak ab. Beim Versuch weitere 
Histidinpeptide herzustellen, besonders auch solcher, in denen (as 
Histidin mit seinem Carboxyl gebunden vorliegt, machte sich der 
Mangel an Methoden bemerkbar, die zu diesen Peptiden fihren. Wir 
versuchten deshalb u. a. das Hydrazin in das Histidin einzufibreu, 
um schlieBlich iiber das Azid zu derartigen Peptiden zu gelangen, 
indem wir den Benzoylhistidinmethylester mit Hydrazinhydrat i: 
der iiblichen Weise umsetzten. Dabei entstand jedoch kein 
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Hydrazid, sondern offenbar durch intramolekulare Abspaltung von 
Alkohol aus dem Ester ein schén krystallisiertes Azlacton vom 
Schmelzp. 215° Kurz vor AbschluB dieser Arbeit veriéffentlichte 
nun Bergmann die Synthese eines Histidylglycins!) welches er 
durch Umsetzung von Glykokollithylester mit Acetylhistidin nach 
kurzer Vorbehandlung des letzteren mit Hssigsiiureanhydrid er- 
hielt! Bergmann nimmt an, dai unter der Finwirkung von 
Kssigsiureanhydrid auf Acetylhistidin ein Anhydrid gebildet wurde, 
das er aber uicht gefaBt hat. Da wir nun gerade ein solches 
Anhydrid offenbar in Hiinden hatten, untersuchten wir dasselbe 
auf die Fihigkeit zur Peptidbildung, indem wir es direkt in einen 
UberschuB von Glycinester listen. Leider gelang es uns bis jetzt 
nicht, aus dem Gemisch der dabei sich bildenden Stoffe einen 
Dipeptidester zu isolieren. Weitere Versuche an Histidinpeptiden 
haben wir nicht angestellt. Aus den angestellten Versuchen 
kann man aber schlieBen, daB eine Aufspaltung des Histidins 
bei der Natriumsulfidhydrolyse nicht stattfindet, sondern dab es 
irgendeine Herauslésung fiir sich allein oder zusammen mit 
basischen Komplexen erleidet. 

Es war im Hinblick auf die Ammoniakabspaltung bei der 
Hydrolyse von Interesse, die Hinwirkung von Natriumsulfidlésung 
auch noch an einigen anderen Aminosiuren und Derivaten der- 
selben zu studieren. Wir haben aufer Histidin noch Arginin, 
‘Tyrosin, Cystin und Asparagin geprift. Ks hat sich gezeigt, dab 
nur letzteres mit Natriumsulfid Ammoniak abspaltet und zwar 
fast proportional der Kinwirkungszeit bis zu dem Punkt, welcher 
der vélligen Abspaltung des Amidstickstoffs eutspricht. Da die 
Abspaltung von Ammoniak bei der Hydrolyse der Wolle ebenso 
verlief, ist anzunehmen, daB dafiir in erster Linie Amidstickstoff 
in Betracht kommt. Cystin gab unter den von uns angewandten 
Bedingungen kein Ammoniak ab; Untersuchungen von Marioit?*) 
ergaben jedoch, dab bei Behandlung von Keratinen mit Ca(OH),- 
Suspensionen die gebildete Menge NH, mit zunehmendem S-Gehalt 
steigt, also auch eine Abspaltung von Ammoniak aus Cystin bei 
der Na,S-Hydrolyse in Betracht gezogen werden mub. 

Das Cystin ist zweifellos die Aminosiure, welche der Kin- 
wirkung des Natriumsulfids am meisten zugiinglich ist, bietet 
doch die Schwefelbriicke dem reduzierenden Reagens einen hervor- 
ragencen Angriffspunkt. Ihr ist es wohl zu verdanken, daS die sonst 


1) Diese Zs. Bd. 175, S. 154 (1928). 
*) Chem. Zbl. 1928, Bd. II, S. 1514. 
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sehr widerstandsfihigen Keratine von Schwefelalkalien so miihelos 
in Lisung gebracht und aufgespalten werden kiénnen. Das Eiweib. 
molekiil wird dabei wohl jeweils an der Stelle gesprengt, wo das 
Cystin wiederkehrt, indem unter Cysteinbildung die Schwefelbriicke 
aufgespalten wird. Dabei kénnen gréfere und kleinere Bruch- 
stiicke entstehen, je nachdem die Anzahl der von einem Cystin 
zum andern eingebauten Aminosiiuren!) groB oder klein ist. So 
lieBe sich auch die 'atsache erkliiren, daB einzelne Bruchstiicke 
bei der Dialyse zu diffundieren vermégen, andere, und zwar die 
groBeren nicht. Je gréBer so ein Bruchstiick ist, desto schwefel- 
irmer mub es sein. Der Kisessigniederschlag enthilt nun fast 
stets mehr Schwefel als die Wolle, was im Widerspruch zu der 
einfachen Annahme einer derartigen Bruchstiickbildung steht. 
Im Hinblick auf die Labilitiit des Cysteins ist es nicht verwunderlich, 
wenn hier unabsehbare Komplikationen entstehen. Die Cysteinenden 
solcher Bruchstiicke kénnen niimlich wieder zusammentreten oder 
mit anderen Gruppen reagieren, sobald das reduzierende Medium 
withrend der Dialyse allmihlich verschwindet oder sonst ein 
oxydativer KinfluB in der Lésung sich geltend macht. Wir glauben 
dafiir ein besonderes Beispiel erbringen zu kénnen. — Die 
spezifische Wirkung der Schwefelalkalien auf Keratine ist schon 
Gegenstand vieler Erérterungen geworden’); daB der Keratolyse 
eine chemische Wirkung zugrunde liegt, diirfte wohl auBer 
Zweifel stehen. 

Von obigen Uberlegungen aus war es nun interessant, dem 
Schicksal des Cystins bei der Natriumsultidhydrolyse von Keratin 
niiher auf den Grund zu gehen. Zu diesem Zweck suchten wir 
uns eine sichere Methode zur Isolierung des Cystins anzueignen. 
Es gelang uns auch, durch Hydrolyse von Menschenhaaren mit 
Salzsiure unter milden Bedingungen den gré&ten Teil des Cystins 
aus dem mit Tierkohle entfirbten, salzsauren Hydrolysat 
Kinengen im Vakuum als reines Chlorhydrat krystallisiert zur 
Abscheidung zu bringen. Allerdings scheint sich diese Abscheidung 
nur bei einer bestimmten Konzentration der Lésung an Cystin 
und an Salzsiiure zu vollziehen, da z. B. bei Wolle, welche weniger 
Cystin enthiilt, als Menschenhaare, keine Abscheidung des Chlor- 
hydrats eintrat, sondern das Cystin hier erst durch Neutralisation 
des salzsauren Hydrolysats zusammen mit dem Tyrosin gewonnen 


') Zdenko Stary, Diese Zs. Bd. 175, S. 178 (1928). 
*) Pulewka, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 128, S. 124; Bd. 140, 


S. 181—193 (Mrz. 1928). 
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werden konnte. Diese Methode wurde nun auch auf den Kis- 
essigniederschlag von Wolle angewandt und zeitigte das Ergebnis, 
daB, wihrend aus Menschenhaaren neben 3°/, Tyrosin nahezu 
10°/, Cystin und aus Wolle neben 3°/, Tyrosin 5°/, Cystin isoliert 
werden konnten, der erste, fiir die Zwecke dieser Untersuchungen 
hergestellte Eisessigniederschlag neben 3°/, Tyrosin keine Spur 
Cystin lieferte, obwohl derselbe einen Gehalt von 3,9°/, S, also 
mehr als die Wolle selbst (3,2°/, S) aufwies. Eine Titration mit 
Jodlésung lieB keinen SchluB auf das Vorhandensein von Cystein 
zu. Was war aus dem Cystin geworden? 


In diese Frage kam erst einiges Licht, als erhebliche Zeit, 
nachdem sich in dem neutralisierten Hydrolysat des Hisessig- 
niederschlags die Abscheidung des 'yrosins vollzogen hatte, an 
der GefiBwand eine Krystallisation von harten, stark licht- 
brechenden Krystallen von eigenartiger Form zu bemerken war, 
welche etwa halb so viel Schwefel als Cystin enthielten. Diese 
Substanz zeigte in ihrem iiuBeren Verhalten viel Ahnlichkeit mit 
Cystin, ergab jedoch erst nach lingerem Kochen mit hochkonzen- 
trierter Lauge bleischwirzenden Schwefel und wirkte auf KMnO, 
viel rascher ein als Cystin. Durch Analysen und Darstellung ver- 
schiedener Derivate konnte ermittelt werden, daB eine zweibasische 
Aminosiure mit 2NH,-Gruppen und einem Schwefel vorliegen 
muBte. Nach der vélligen Reinigung des Produkts durch Um- 
krystallisicren aus Ammoniak, wobei die Substanz in priichtigen 
tetragonalen Sphenoiden herauskam, ergab sich aus den Analysen 
eine Bruttoformel von C,H,,0,N,8, waihrend das Cystin eine solche 
von C,H,,0,N,8, besitzt. Leider konnten wir bis jetzt nur etwa 
3g dieser interessanten Siure erhalten (3°/, der eingesetzten 
Menge Eisessigniederschlag), so daB eine genauere Konstitutions- 
ermittlung noch nicht méglich war. Kine Formel, welche den 
bisher gemachten Feststellungen einigermaben gerecht wird, ohne 
daB damit der Anspruch auf unbedingte Richtigkeit erhoben 
werden kann, ist etwa folgende: 


HOOC—CH(NH,) —CH,—CH,—S—CH,—CH(NH,)—COOH. 


Hiernach miiBte das Cystein mit irgendeiner Gruppe aus der 
Kohlenstoff-4-Reihe reagiert haben. Die endgiiltige Bestitigung 
dieser Formel bleibt uns vorbehalten, bis es uns gelingt, durch 
systematische Versuchsreihen die Bedingungen wieder austindig 
zu machen, unter denen dieser Kérper entsteht. Wie schwer es 
ist, bei einer solchen Hydrolyse die Bedingungen so zu stellen, 
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daB jedesmal der gleiche Reaktionsverlauf gewihrleistet ist, zeigt 
die Tatsache, da8 wir trotz genauer Kinhaltung der Bedingungen, 
die uns zu dem den neuen schwefelbaltigen Stoff enthaltenden 
Hisessigniederschlag fiihrten, diesen nicht mehr darzustelien ver- 
mochten. DaB dieser Stoff schon im Eisessigniederschlag vorlag 
und nicht erst bei der Salzsiiurehydrolyse entstanden ist, zeigte 
sich darin, daB wir ihn immer erhielten, wenn wir nur den be- 
treflenden Hisessigniederschlag der Hydrolyse unterzogen, Lie 
Hisessigniederschlage, die wir zum Zweck der Wiedererlangung 
des beschriebenen Stoffs nachtriiglich hersteliten. lieferten uns bei 
der Hydrolyse mit Salzsiiure neben Tyrosin auch Cystin. Nur in 
einem Fulle konnten wir einige jener eigentiimlichen, pyramiden.- 
artigen Krystalle, die wir aus dem ersten Eisessigniederschlag in 
grober Reinheit isolierten, den Nadeln des Tyrosins und den 
hexagonalen Platten oder Kugeln des Cystins beigemischt finden. 
Weitere Spekulationen itiber den Bau und die Entstehung dieses 
Stoffes im voraus hier anzukniipfen halten wir nicht fiir an- 
gebracht. Immerhin ist es interessant, zu wissen, daB Cystin- 
abbauprodukte bei der Natriumsulfidhydrolyse von KiweiBkérpern 
in schén krystallisierter Form isolierbar sind und iiber das Wesen 
des Abbaues AufschluB zu geben vermégen. 


Experimenteller Teil. 


1. Untersuchung der Wolle. 


1,5 kg gewaschene und bei 100° getrocknete Schafwolle wurden 
im Perkolator mit Ather erschépfend extrahiert, wobei 2,5°/, Fett 
herausgelist wurden. Kine Durchschnittsprobe der Wolle ergab 
nun folgende Analysenwerte (Mittel aus je 2 Bestimmungen): 


Asche: 
N nach Kjeldahl: 16,1°/, ) 
S nach Karius: 3,3°/, J 
Beim Stehen der getrockneten Wolle an der Luit bei Zimmer- 
temperatur wurden etwa 12°/, Wasser aufgenommen. 


bezogen auf aschefreie Substanz. 


2. Die Hydrolyse von Wolle mit Natriumsulfid. 


ade 


1. Versuch. 20g der entfetteten Wolle wurden mit 400 ccm 
3°/\iger Natriumsulfidlésung in einem geschlossenen Kolben be! 
Zimmertemperatur unter 6fterem Umschiitteln belassen. Von Zeit 
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zu Zeit wurden in kleinen Proben der klaren Lésung der Gesamt-N, 
Ammoniak-N, das mit Kisessig Fiillbare und dessen N- und S-Gehalt 
bestimmt. Kin vergleichender Versuch wurde mit einem nach der 
Methode von Mérner gewonnenen Globinpraparat durchgefiilrt. 
Beide Versuche wurden doppelt ausgefiihrt. Die Ergebnisse sind 
in Tab. I und Fig. 1 zusammengestelit. 


Tabelle I. 


Stunden 


| 
| 
Ges.-N | NH,-N 


20g Wolle in 400 cem Na,S 
N-u. 
_Kisessig- Gehalt des 
nieder- Eisessig- 


schlag nieder- 
lo lo | lo o 
86,3 | 0,44 | 31 — 
— 1,96 61 | 15,7N 
825 | — | — | — 
87 | 3,1 66 | 15,6 N 
97,2 | 4,4 55 
93,5 | — 43,5 — 
93,5 | 4.6 
98,5 | 5,1 
98,5 | 5,4 3,91 S 
— 5,5 34,5 | 15.1.N 


. Versuch. 


Fig. 1. 


20 Globin in 400 Na,S 


| N-Gehalt 


| ‘Hisessig-) Kis- 
Ges.-N NH,-N| nieder- essig- 
| schlag | nieder- 
— | 1,75 56 
642 — — 
— 
83,3 | 2,1 
90 2,7 
90 2.7 44 
90 2,7 
— 0,95 
slain — 41 15 N 
Globin 
250 375 500 


500 g Wolle wurden mit 5 Liter 3°/, iger 


‘a,S-Lésung 125 Stunden in einem Stutzen bei Zimmertemperatur 
stehen gelassen, die unfiltrierte Lésung im Schnelldialysator gegen 
destilliertes Wasser erschipfend dialysiert (7 Tage), filtriert und 
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mit Kisessig versetzt, bis ein Tropfen eben keine Fallung mehr 
erzeugte. Das Produkt wurde mit Alkohol und Ather gewasche; 
und getrocknet. Ausbeute etwa 200g. 


3. Bestimmung der Hexonbasen. 


Diese wurde nach dem in Plimmer ,,Die chemische Konsti. 
tution der Kiweibkérper“ S. 35 angegebenen, modifizierten Silber. 
Baryt-Verfahren von Kossel unter genauer Kinhaltung der Aus. 
fihrungsbestimmungen durchgefiihrt. Darnach wurden je 3(¢ 
Wolle und Kisessigniederschlag mit der 9 fachen Menge 33°/, iger 
Schwefelsiure bei 105° vollstindig hydrolysiert, die Schwefelsiur: 
mit Baryt entfernt, die Lésung von Ammoniak befreit, das Arginin 
und Histidin mit Silbersulfat gefillt, die Silbersalze filtriert, mi 
Schwefelwasserstoff zerlegt und aus den von HgS und H,S be. 
freiten Lésungen die Hauptmenge des Histidins mit Hopkins 
Reagens gefallt. Der Rest wurde hiernach durch fraktioniert: 
Fallung der Silbersalze vom Arginin abgetrennt. Die Ergebnis: 
sind in Tab. II zusammengestellt. 

Die Bestimmungen wurden mehrmals ausgefiihrt. Die Aus. 
waschung des BaSO,-Niederschlags fihrte trotz erschépfender 
Behandlung in keinem Fall zu einer Entfernung des Stickstotis 
unterhalb 10°/, des Gesamt-N. 


Tabelle II. 


Wolle Eisessigniederschlag 
| Ges.-N Verlust Ges.-N Verlust 
Gesamt-N nach Hydro- | | 
Gesamt-N nach Fiil- | 
lung der HSO,. .| 4,26) — | 13,4 |] 3,45 a 15 
Gesamt-N nach Ver- | | 
treib. des NH, . .| 4,12 — 2,8 3,3 | 3,3 
Arginin- u. Histidin-N 0,28 5,7 — 0,34 | &,5 
Gesamt-N nach Fiil- | 
lung von Arginin u. 
Histidin . 843) — | 14 291 | — | 
Histidin-N . . . .| 0,12 | 2,44 | — 0,06 


| | 
Arginin-N. . . . .| 0,14) 2,85 0,12 2,95 
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4. Darstellung von Histidin. 


Das bei unseren Versuchen verwendete Histidin stellten wir uns nach 
y» Sublimatmethode von Friinkel') aus Globin her, das bei der Dar- 
von Mornerhimin aus Rinderblut abgefallen war. Davon wurden 500 ¢ 

it 1,5 Liter rauchender Salzsiure auf dem Babotrichter bis zur voéllizen 
Hydrolyse erhitzt, in einer Porzellanschale bis zum Sirup cingedampft, mit 
Wasser verdiinnt, unter Nithlung mit Natronlauze neutralisiert, filtriert und 
das Filtrat mit Tierkohle entfiirbt. Nach Zusatz von Soda wurde mit ciner 
heib gesiittigten alkoholischen Loésung von 150 ¢ Sublimat versetzt. Nach 
weiterem Zusatz von verdiinnter Sodalésung fiel ein weiber Niederschlag, 
welcher filtriert und mit Wasser gut dekantiert wurde. Beim Verdiinnen 
des Filtrats mit Wasser fiel immer wieder yon dem Quecksilbersalz des 
Histidins aus. Die gut dekantierten Niederschlige wurden zusammen in 
destilliertem Wasser aufgeschwemimt und mit zerlegt. Das wurde 
abfiltriert, gut ausgekocht, die Filtrate eingedampft und bei Sirupdicke zur 
Krystallisation gebracht. Ausbeute: 4°, Histidin (27 ¢ Monochlorhydrat). 


5. Darstellung von Arginin. 


Aus demselben Hydrolysat isolierten wir auch Arginin nach der Fla- 
viansiiuremethode von Kossel*), indem wir das Filtrat voin [istidingueck- 
silber neutralisierten, von Hg befreiten und mit einem Uberschub yon 
Flaviansiiure versetzten. Die Mingere Zeit im Eisschrank aufbewahrte Lo 
sing wurde von der ausgeschiedenen Krystallmasse abfiltriert, diese mit 
wenig Wasser mehrmals dekanticrt und der unlosliche Riickstand, etwa 
10—12 g, mit 83° Schwefelsiiure zersetzt. Die dabei ausgeschicdene 
Fiaviansiiure wurde abfiltriert, mehrmals mit wenig 35° ,iger Schwefelsiiure 
dekantiert, die Fultrate mit Wasser verdiinnt., mit Baryt genau yon der 
Schwefelsiiure befreit und im Vakuum eingedampft. Der alkalisch rea- 
cierende Sirup wurde mit Salpetersiiare genau neutralisiert und im Vakuum- 
exsiecator aufbewahrt, wo alsbald Argininnitrat sich abschied. Die Aus- 
beute war trotz mehrmaligen Auskochens des BaSO, unbefriedigend. Das 
Priparat gab die Diazoreaktion nicht. 


6. Darstellung von Cystin (Abscheidung als Chlorhydrat). 


150 ¢ braune Menschenhaare wurden durch Extraktion mit Ather ent- 
fettet und mit einer Mischung von 500 cem 25°, jiger Salzsiiure und 100 ecm 


Wasser auf dem Wasserbad bei 70—90" insgesamt SO Stunden —— mit je- 
weiliger Unterbrechung des Erhitzens iiber Nacht —_ hydrolysiert. Dic 


‘hwarzbraune Lisung wurde nach dem Filtricren iit etwa So g Tierkohle 
versetzt, unter Ofterem Umschiitteln 2 Stunden Jang auf 60° erwiarmt und 
uach dem Stehen iiber Nacht filtriert. Die goldgelbe, 600 ccm betragende 
lliissigkeit wurde aus einem Liter Claisenkolben im Vakuum bei 50 60° in 
vine gut gekiihlte Vorlage abdestilliert. Nach dem Einengen auf 280 com 

rystallisierte ein dicker Brei yon gliinzenden Bliittchen, weleher den 


1) Mon.-H. fiir Chemie, Bd. 24, 8. 229 (190%). 
*) Diese Zs., Bd, 135, S. 167 (1924); Bd. 156, 5. 272 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXAXIV, 1b 
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Kisschrank yestellt, filtriert und mit Salzsiure von der Konzentration 
Filtrats gewaschen wurde. Dieses enthielt 28°, HCl Die weibe Krysts | 
masse wurde im Vakuum bei 100° yon Salzsiiure betreit. Schmelzp. bei 261) 
‘unter Zers.) Ausbeute 13 

Schon die qualitative Untersuchung des Produkts ergab ohne Zweif«, 
dab das Chlorhydrat des Cystins vorlag. Die Millonsche Reaktion war 
negativ. Die quantitative Bestimmung bestiitigte den qualitativen Befund: 
das Produkt war ziemlich rein. 

S nach Karius: 0,1018 ¢ Substanz gaben 0,150 g BaSO, entsprechenid 
90,23 

No nach Kjeldahl: 0,082 ¢ Substanz gaben 5,2 com n ent- 
sprechend s,85°), N. 

C,H, ,0,N,5,°2 HCl (M. = 313,2) Ber. S 20,48°/, N 8,95°/, 
def. ,, 20:23 .. 

Drehvermogen: 0.2796 ¢ der Substanz wurden in 20 cem 10°%),iger 
Salzsiiure gelost und im din-Rohr gemessen. Der Liehtstrahl wurde um 


-2,28° gedreht. —162,8". 


Zur Darstellung des Cystins wurden 12 ¢ des Chlorhydrats in 10°/,iger 


Salzsiiure gelOst, auf 50—100 verdiinnt und mit verdiinntem Ammoniak 
vorsichtig neutralisiert, wobei sich das Cystin als dicker, weiber Nieder 
schlag abschied. Nach schwaehem Ansiiuern mit Essigsiiure und Lingerew 
Stehen im Hissehrank wurde filtriert und mit Wasser Cl-frei gewasehen. 
Ausbeute 5 ¢. 

S nach Karius: 0,0678 g Substanz gaben 0,1305 ¢ BaSO,, entspr. 
26,439,S8. Ber. 26,67°),. 

Zur Gewinnung des restlichen Cystins und des T'yrosins wurde das 
etwa 300 com betragende Filtrat yom Cystinchlorhydrat mit Wasser ver- 
diinnt und unter Kithlune mit verdiinnter Natronlauge neutralisiert, wobec: 
ein dicker, voluminéser Niederschlag ausfiel. Dieser wurde filtriert, ge 
waschen, mit verdiinntem NIL, mehrmals dekantiert und die Filtrate mit 
Kisessig sehwach angesiiuert. Dabei fielen 4,5 g Cystin. Gesamtausbeute: 
12,5.¢ = 8)3"/,. 

Das Filtrat vom voluminésen Niederschlag hatte nach 20tigigem Stehen 
im Kisschrank 4,8 ¢g Tyrosin abgeschieden, dem nur eine sehr geringe Menge 
Cystin beigemengt war, Ausbeute: 5,2"). 

Das Cystin konnten wir unter den beschricbenen Bedingungen noc! 
ein zweites und drittes Mal aus dem Haarhydrolysat als Chlorhydrat direkt 
zur Abscheidung bringen. Die Substanz hatte sich dabei in Form = yon 
Nadeln abgesehieden. Schinelapunkt wieder bei 200°. Ausbeute aus 150 ¢ 
Ilaaven: 

1. 10.7 ¢ Chlorhydrat entspr. 8,2 ¢ Cystin. Beim Neutralisieren des 
Filtrats: 5,5 g Cystin, 4,5 g Tyrosin. 

Insgesamt 13,7 g Cystin = 9,1°,, 4,5 g Tyrosin = 3°). 


2. 12 g Chlorhydrat entspr. 9,2 ¢ Cystin. Beim Neutralisieren ce: 


Miltrats: 5 g Cystin, 3,7 g Tyrosin. 


Insgesamt 14,2 ¢ Cystin = 9,5"), 3,7 g Tyrosin = 2,5°),. 
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100 ¢ Wolle wurden genau unter denselben Bedingungen wie die 
j.aare hydrolysiert und aufgearbeitet. Hier gelang es nicht, das Cystin 
Chlorhydrat abzuscheiden. Beim Neutralisieren der Losung und An- 
siuern init Essigsiiure schieden sich zuerst 5 g Cystin, hernach 3,2 ¢ Tyro- 
Ausbeute 5°/, Cystin, 3,2°, Tyrosin. 

Ks ist bemerkeuswert, dab bei unvollstiindiger Entfernung der Melanine 
vis dem Hydrolysat die Ausbeute von Cystin und Tyrosin meistens sehr 
cering ist. Es war uns deshalb wichtig, stets helle Léosungen zu erhalten. 


7. Die Darstellung des Histidinanhydrids und 
Histidyl-histidins 


geschah nach der von Fischer und Suzuki!) angegebenen Weise. Wir 
vsingen aus von 15 g Histidinmonoehlorhydrat und gewannen daraus mit 
70° ,iger Ausbeute das Methylesterehlorhydrat. Den freien Ester erlangten 
wir durch Abscheidung des Chlors mit Natriummethylat in einer Ausbeute 
von 8g. Die Kondensation erfolete durch Erhitzen des Estersirups*) im 
Reagierrohr anf dem siedenden Wasserbad bis zur volligen Erstarrung. 
Nach dem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser verblieben 5 g Histidin- 
anhydrid, welehes 1 Mol Krystallwasser enthielt. Zar Erlangung des Dipeptids 
wurde 1 g Histidinanhydrid mit 50 cem n-NaOll bis zur Losune geschiittelt. 
Mit neutralisierten Proben dieser Loésune fiihrten wir unsere Versuche aus, 


8. Die Darstellung des Monobenzoyl- 
histidinmethylesters® 
fihrten wir nach den Angaben von Pauly aus. Die Benzoylierung von 
reinem [Histidinmonochlorhydrat lieferte uns den Benzoylkérper in fast 
quantitativer Ausbeute. Schmelzp. 247° Zur Veresterung wurden 4,5 g an- 
sewandt; die Ausbeute betrug Schinelzp. 159". 


9% Versuch zur Darstellung eines Histidinazids. 
Isolierung eines Histidinazlactons. 


2 ¢ Benzoylhistidinmethylester wurden in 5 ccm heibem Al- 
kohol gelést, in einen mit 1,2 g¢ Hydrazinhydrat versehenen Iund- 
kolben langsam eingetropft und das Gemisch eine Stunde am 
tiicktluBkithler gekocht. Beim Stehen im Eisschrank krystalli- 
sierten feine, sternformig angeordnete Nadeln vom Schmelzp. 215". 
Ausbeute 1,7 g. 

Die Substanz war leicht léslich in heiBem Wasser und heibem 
Alkohol, unléslich in Ather, Benzol, Acctou und Chloroform. Die 


Chem. Ber. Bd. 38, 8S. 4185 (1905); Bd. 48, S. 2256 (1910). 
*) Diese Zs. Bd. 64, S. 77 (1910). 
Diese Zs. Bd. 93, 396 (1915); Bd. 108. 8.50 (1919): Chem. Zbl. 
120 1, 8. 219; Chem. Ber. Bd. 43, 8. 2254 (1910). 
16 * 
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Diazoreaktion war positiv, die wiiBrige Loésung reagierte stark 
alkalisch. Da kein Methoxyl festgestellt werden konnte, multe 
eine Abspaltung von Alkohol eingetreten sein. Ber dem Versuci, 
irgendeine Umsetzung des Stoffes mit Hssigsiiure und Natriun- 
nitrit zu erreichen, schied sich Benzoylhistidin vom Schmelzp. 247" 
ab. Zweitellos hat sich unter der Einwirkung von Hydrazin- 
hydrat auf Benzoylhistidinmethylester ein Azlacton gebildet. 


| | | | ' 
an NH-CO-C,H, HN R + CHOU. 
CH CH G-C,H, 


Die Stiekstoffbestimmung bestiitigte diesen Befund. 

0.0767 Substanz bendtigten 9,45 cem n 10-H.SO,  entsprechend 
17,24"), N. — 0,063 Substanz benétigen 7,85 cem n/10-H entsprechend 
N. 

Ber. N 17,43°/, Get. N 17,34°/,* 


10. Versuch zur Kupplung des Histidinazlactons mit 
Glykokollester. 


4 ¢ Glykokolliithylester wurden in einem Koélbchen auf dem 
Wasserbad erwirmt und so lange von dem Lacton eingetragen, 
bis sich nichts mehr léste. Es lésten sich 0,3 ¢ Nach dem 
Filtrieren und Stehen iiher Nacht war die ganze Masse erstarrt. 
Ks gelang uns nicht ein Kupplungsprodukt von dem aus dem 
UberschuB des Glykokollesters entstandenen Glycinanhydrid ab- 
zutrennen. Vielleicht fihrt uns eine andere Methode zum Ziel. 


11. Die Kinwirkung vonNSchwefelnatrium auf verschiedene 
Aminosiiuren und Derivate derselben. 


a) Histidin, Histidyl-histidin und Arginin. 


0,46 ¢ reines Histidinmonochlorhydrat wurden mit n/10-NaOl 
genau neutralisiert, die Lésung mit 25 cem 3°/,iger Na,S-Lésung 
5 Tage lang in einem gut verschlossenen Claisenkolben stehen ce- 
lassen, hiernach mit Alkohol und Magnesiumoxyd versetzt uni 
im Vakuum bei 40° in eine Siurevorlage iiberdestilliert. Die 
Siure blieb véllig unverbraucht. Kine Wiederholung des Versuches 
hatte dasselbe Ergebnis. Aus Arginin und Tyrosin wurde dur:h 
dieselbe Behandlungsweise ebenfalls kein Ammoniak abgespaltes. 
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durch Aufspaltung von Histidinanhydrid mit n-NaQH er- 
hiltene Lésung von Histidylhistidin durch Na,S Lésung 
wich unberihrt. 

b) Cystin. 


Eine mit 3°/,iger Na,S-Losung angesetzte Probe von Cystin 
verursachte eine der Losung. Ammoniak- 
ibspaltung konnte dabei nicht festgestellt werden. Nach lingerem 
Stehen an der Luft gab die Losung mit Nitroprussidnatrium 
keine S-Reaktion mehr. Nach dem Ansiiuern der Losung mit 
Kssigsiure krystallisierte ein Teil des Cystins hexagonalen 
Platten wieder aus. 


‘ 
1 


c) Asparagin 
0.1557 ¢ Asparagin wurden mit 30. 3° iger Na,S-Losung 
und etwas MgO im Vakuum ber 40° destilliert. {s wurden 0,2"), 
NH, abgespalten, Versuche mit weiteren Proben ergaben nach 
18 Stunden eine Abspaltung von 3,8°/,, nach Tagen eine solche 
von 19,4°/), nach 9 Tagen 28,4°/,, schlieBlich nahezu 50°), des 
gesamten Asparagin-N, 


12. Versuch zur Darstellung vonCystin aus dem Eisessig- 
niederschlag von Wolle. [solierung einer neuen, aus 
Cystin entstandenen S-haltigen Aminosiiure. 

100 g des durch 125 stiindige Hydrolyse von 500 ¢ Wolle 
mit etwa deo 10 fachen Menge 3°) iger Natriumsufidlésung, Dialyse 
und Fallung mit Eisessig gewonnenen Niederschlags wurden, wie 
vorher bei Haar und Wolle beschrieben, 80 Stunden mit 400 com 
20"/,iger Salzsiiure auf dem Wasserbad erhitzt und mit Tierkolile 
entfirbt. Das Filtrat wurde im Vakuum bei 60° eingeengt, 
eine Krystallisation von Cystinchlorhydrat fand dabei nicht statt. 
Der etwa 150 cem betragende Sirup wurde mit Natronlauge 
unter Kiskiithlung neutralisiert und mit EKisessig schwach an- 
vesiiuert. Ks fiel ein dicker, grauer Niederschlag. welcher nach 
“tigigem Stehen abfiltriert und mit verdiinntem NH, mehrmials 
dekantiert wurde. Beim Neutralisieren der Filtrate mit EKisessig 
schieden sich 3g Tyrosin ab. Die Bleiprobe auf Cystin konnte 
in dieser Abscheidung nicht erhalten werden. Dagegen war sie 
im Filtrat von dem nach der Neutralisation des salzsauren 
‘lydrolysats erhaltenen Niederschlag positiv. Die Titration einer 
“robe dieses Filtrats mit Jodlésung ergab nur einen geringen 
odverbrauch. Trotzdem wurde der grébte Teil der Lésung zur 
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Qxvdation von event. vorhandenem Cystein nit Natronlatze 


alkalisch gemacht und einige Stunden Luft durchgeleitet. 
Nach dem Ansiiuern der Lisung mit Kisessig und 12 stiindigem 


Stehen im Eisschrank hatten sich etwa 0,2 g einer bereits ein- 


heithich krystallisierten weiben Kruste abgeschieden. Sie schied 


sich auch aus nichtoxydierter Lésung ab. Die qualitative Unter. 
suchune ergab N, H und Die Schwefelbleireaktion trat erst 
nach WKochen in stark konzentrierter Lauge ein. Die 


Probe mit Millons Reagens fiel negativ aus. In Wasser und 


Fig. 2. 50fach vergroBert. 
5 


orgamschen Losungsmitteln war die Substanz unléslich, in Siiuren 
und Alkalien sehr leicht léslich. Die zuniichst bei 266° schmelzenden 
Krystalle kamen nach dem Lésen in verdiinntem Ammoniak und 
Verdunsten des Ammoniaks als einheitliche Krystallmasse in priich- 
tigen, tetragonalen Sphenoiden vom Schmelzp. 275° (unter Zer- 
setzung) heraus. 

Schwefel nach Karius: 


0,056 g Substanz gaben 0.0586 BaSO, entsprechend 14,37°/, 8 


00161 00483 ¢ 14,38°/, 8 
00208 0,0223¢ _,, 14,72°/, 8. 


Stickstoff mach Kjeldahl: 
0,1069 & Substanz benétigten 9,75 n/10-H,SO, entsprechend 12,76°, N 


0,092 ¢ 12,48°', N. 
Kohlenstof?: 


0,063 ¢ Substanz gaben 0.0859 ¢ CO, entsprechend 37.2°), 
0,066 g 90,0881 $6,4°/, ©. 
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Wasserstoff: 
0,0904 g Substanz gaben 0,0532 g H,O entsprechend 6,6 °), H 
0,066 g 00376 637°, 


Die Kohlenstoffwerte stimmen leider nicht sehr gut iberein. 
Aus Substanzmangel waren weitere Bestimmungen nicht moglich. 
Aus diesen Werten libt sich folgende Bruttoformel berechnen: 
C.H,,O,N,S (M = 222,2) 
Ber. 37,8°/, C 6,35°/, H 12,61°/,  14,43°/, S 28,8°/, O 
Ger. , 648 12,51 » 14,38 «4, 29.41 


Darstellung eines Chlorhydrats. 
0,15 g der Substanz wurden in verdiinnter Salzsiiure gelost, 
tiltriert und im Vakuumexsiccator aufbewahrt. Ks krystallisierten 
schéne Nadeln, welche 23,2°/, Cl enthielten. Ber, 24,0°/) C1. 


Darstellung eines Methylesterchlorhydrats. 

0,35 g der Substanz wurden mit 5 com CH,OH_ iibergossen 
und bis zur Siittigung trockene Salzsiiure eingeleitet. Daber konnte 
eme Entwicklung von H,S festgestellt werden. Da beim Stehen 
im Hisschrank keine Krystallisation eintrat, wurde im Vakuum 
eingeengt und mehrmals mit CH,OH Iis zur Trockne abdestil- 
liert. Ks hinterblieben zuletzt von einem Sirup umgebene, stern- 
formig angeordnete Nadeln. 

S nach Karius: 

0,0126 Substanz gaben 0,0091 g BaSO, entsprechend 9,92°) 

Ber. 10,0°), S. 


Darstellung eines Kupfersalzes. 

0,07 g der Substanz wurden auf 4 Reagensgliiser verteilt und 
mit je 2—3 cem CuSO,-Lésung welche 1°/,ig an Kupfer war, 
vekocht, wobei Loésung eintrat. Schon beim Autbewahren im 
heiBen Wasserbad krystallisierte ein schénes ultramarinblaues Salz 
in elliptischen Bliischen, die sich sternfOrmig anordneten. Aus- 
beute 0,045 g. 

0,03860 g¢ wurden in verdiinnter Schwefelsiiure gelést, und 
} Stunden lang elektrolysiert. Es schieden sich 000871 g Kupter 
ab == 22,53°/,. 

Dieses Ergebnis bestiitigt das Vorhandensein emer zweibasi- 

hen Saiure. Dem Kupfersalz kénnte man etwa folgende 
‘itutionsformel zuschreiben: 


ct 


24() Kiister? u. Trion, Die Hydrolyvse von Wolle durch Natriuimnswu iid, 
CH, CH-NH, 
HO+NH, 


COO -Cu—OCO . 
C,H,.0,N,SCu (M = 283,75) 


Ber, 22,40°/, Cu Gef, 22,53°/, Cu. 


Titration der NH,- und COOH-Gruppen. 


0,019 g der Substanz wurden in 5 1/10-NaQH  gelést, 
mit Alkohol auf 70° ige alkoholische Lésung gebracht und die 
NH,-Grappen mit Thymolphthalein, dann die COOH-Grappen mit 
Methylrot titriert. Hs wurde gleichviel 1/10-HC] wie n/10-NaQH 
verbraucht und zwar je 1,8 com. Daraus wiirde sich ein Mol.-Gew, 


von 210 errechnen lassen. 


Wiederholung der Versuche. 

Um zu sehen, ob der neue S-haltige Stoff aus dem EKisessig- 
niederschlag bei einer weiteren Hydrolyse entsteht, wurden 57,5 g 
von derselben Kisessigfallung, die nach der Salzsiiurchydrolyse 
den neuen Stoff lieferte, wie zuvor hydrolysiert. Dabei schiedeu 
sich wieder zuerst 0,5 ¢ Tyrosin, nach Verlauf von 8 Tagen 0,7 ¢ 
des S-haltigen Stoffes ab. 

Zur Gewinnung gréberer Mengen dieses Stoffes wurden mehrere 
Porticnen von je 250 ¢ Wolle unter denselben Bedingungen wie 
beim ersten Versuch mit Na,S hydrolysiert und weiter aufgearbeitet. 
Leider erhielten wir dabei immer Gemiscle von Cystin und Tyrosin. 
In einem Falle waren die pyrumidenformigen Krystalle beigemischt. 
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